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Nach den aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin- 
Dahlem, veréffentlichten Arbeiten von R. W. Gerard! und O. Meyerhof?, 
sowie den spaiteren von O. Meyerhof und F.O. Schmitt®, findet bei der 
Nervenerregung eine Steigerung des Sauerstoffverbrauchs und der 
CO,-Produktion statt, die gerade so groB ist, wie sich aus der von 
R.W.Gerard und A.V. Hill* gemessenen Wirme des Erregungs- 
vorgangs ergibt, wenn man sie auf Verbrennung von Nahrstoffmolekiilen 
(Zucker, EiweiB, Fett) bezieht. 

Die Ubereinstimmung zwischen Sauerstoff- und Warmemessung 
war iibrigens keine ideale, aber doch innerhalb der Fehlerbreite der 
Versuche sehr befriedigend. Es ergab sich namlich bei kurzer tetanischer 
Reizdauer (jeweils 22 Sekunden mit 5 Minuten Intervall) ein auf Gramm 
und Stunde umgerechneter Extraverbrauch von durchschnittlich 
61 cmm QO, (zwischen 48 und 91), wahrend bei genau gleicher Reizung 

und derselben Reizapparatur eine durchschnittliche Extrawarme von 
6,9 .10~5 cal (zwischen 4,3 und 9,7..10~5) pro Gramm und Sekunde, 
entsprechend 48 emm O, pro Gramm und Stunde (zwischen 30 und 68) 
gemessen war. Bei kontinuierlicher Reizung war der Mehrverbrauch 
durchschnittlich 18 emm pro Gramm und Stunde (zwischen 1] und 27), 
was jedenfalls qualitativ dem Verhalten der Warme entsprach. 





' Amer. Journ. of Physiol. 82, 381, 1927. 

2 Gerard u. Meyerhof, Naturwiss. 15, 538, 1927; diese Zeitschr. 191, 
125, 1927. 

3 Ebendaselbst 208, 445, 1929; 218, 443, 1929 

4 Downing, Gerard, Hill, Proc Roy. Soc. B, 100, 223, 1926. 
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Diese Resultate wurden von H. Winterstein bereits bei mehreren 
Gelegenheiten in Zweifel gezogen! und neuerdings sogar mit Bestimmt- 
heit fiir unrichtig erklirt?. Der Autor rechnet dabei falschlicherweise 
aus unseren Versuchen eine noch bessere Ubereinstimmung zwischen 
Warme- und Sauerstoffmessung aus, indem er von dem gemessenen 
Extraverbrauch nochmals den schon kompensierten Ruheverbrauch 
abzieht, so daB sich nunmehr irrtiimlich ein durchschnittlicher Extra- 
verbrauch von 45 emm O, ergibt. Zu der so erzielten Ubereinstimmung 
schreibt er dann, sie sei ,,so beangstigend gut, dafgs man versucht ware, 
zu sagen: sie ist zu gut, um wahr zu sein‘‘(!) %. 

Winterstein tindet bei Durchziehen der Nerven durch ein enges 
Rohr, das zwei zylinderférmige AtmungsgefaBe miteinander verbindet, 
und AbschluB der Verbindung mittels Vaseline, daB nur in dem GefaB, 
in dem sich die Reizelektroden befinden, die Atmung bei der Reizung 
ansteigt, wihrend die Atmungssteigerung auf der Seite ausbleibt, wo 
die Erregung nur durch Leitung hin gelangt. Der Extrasauerstoff soll 
daher nur an der Reizstelle verbraucht werden, wihrend Hill und 
Gerard die Warme der fortgeleiteten Erregung gemessen hatten. Die 
Ubereinstimmung der manometrischen und thermischen Messung wird 
danach voéllig unverstandlich. 

Wie groB in absolutem MaBe die von Winterstein jeweils gefundene 
oder vermibte Atmungssteigerung ist, kann aus seiner Arbeit nicht 
beurteilt werden, da das Gewicht der Nervenstiicke, deren Atmung 
gemessen wurde, nicht angegeben ist, ebensowenig wie die Reizfrequenz 
und Reizstarke, von welchen Faktoren die GréBe des Extraverbrauchs 
abhangt. Das Verhiltnis von Tatigkeits- und Ruheverbrauch gibt 
dariiber keinen AufschluB, da die Ruheatmung bei verschiedenen 
Froschrassen und Jahreszeiten die gréBten Schwankungen aufweist. 
Andererseits ergab sich in Versuchen von Fenn* in Amerika und in 
denen von Gerard und F.O. Schmitt in Dahlem der Extraverbrauch 
bei gleichen Reizbedingungen als gleich. 

Den Einwand von Winterstein unter Benutzung seines eigenen 
Verfahrens nachzupriifen, erschien uns nicht angingig. Die mano- 
metrische Methode arbeitet, zumal bei den in Betracht kommenden 
minimalen Ausschligen nur fehlerlos, wenn der Gasraum allseitig, 
auBer gegen die Manometerfliissigkeit, fest abgeschlossen ist, was durch 
einen von Nerven durchzogenen Vaselinepfropfen offenbar nicht ein- 
wandfrei geschehen kann. Es stehen aber auch unter Vermeidung 


1 Winterstein, in Bethes Handb. d. Physiol. 9, 365; Roux Arch. 116, 
7, 1929. 

2 Pfliigers Arch. 224, 749, 1936; Science 71, 641, 1930. 

3 Bethes Handb. d. Physiol. 9, 410. 

4 Journ. Gen. Physiol. 10, 767, 1927; Harvey Society 1928. 
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dieser Fehlerquelle verschiedene Méglichkeiten offen, um festzustellen, 
ob der Extrasauerstoff nur an der Reizstelle verbraucht wird oder 
im ganzen Nerven. So kann man die in tblicher Weise auf den Elektroden 
liegenden Nerven direkt dahinter durchschneiden, so daB die Erregung 
nicht fortgeleitet werden kann. Derartige Kontrollen sind schon von 
Gerard in seiner ersten Mitteilung aus unserem Institut erwaihnt! und 
neuerdings, wie er angibt, mit gleichem Erfolg wiederholt?. 

Sine andere Kontrolle erscheint vielleicht noch geeigneter, weil 
sie gestattet, ahnlich wie bei dem Verfahren von W interstein an demselben 
Nerven zu priifen, wie sich der Erregungsstoffwechsel zu dem Stoff- 
wechsel der Reizstelle verhalt. Zu diesem Zweck legten wir die Nerven 
in derselben Zahl wie in den friiheren Versuchen iiber drei in das Ge- 
faB eingeschmolzene Elektrodenpaare und reizten nun abwechselnd 
nur durch das eine am zentralen Nervenende gelegene Paar oder durch 
alle drei gleichzeitig (s. Abb. 1). Da im letzteren Falle der Strom eine 
Abb. 1. 


Atmungsgefif fiir Nervenreizung von oben gesehen, 1, 2 
und 3 die drei Elektrodenpaare. Innen: Raum fiir Kalilauge. 
1/. natiirliche Grife. 





lingere Nervenstrecke durchsetzte und dadurch schwacher wurde, 
wurde dies durch Verkleinerung des Rollenabstandes oder durch Aus- 
schalten von Widerstinden zum Teil ausgeglichen. Da es allerdings 
fiir die maximale Reizung nicht auf die Stromstirke sondern auf die 
Stromdichte ankommt, und diese in den peripheren Nervenabschnitten 
wegen des verkleinerten Querschnitts zunimmt, so wurde nicht die 
mittels Vakuumthermoelement gemessene Stromstarke in allen Fallen 
gleichgemacht, sondern bei der Reizung durch ein Elektrodenpaar 
nur etwa der doppelte Widerstand dieser Nervenstrecke hinzu- 
geschaltet. In anderen Fallen wurde durch Verschiebung des Rollen- 
abstandes eine gleiche Schwachung des Stromes erzielt. 

Ware die Oxydationssteigerung ein lokaler Effekt an der Reiz- 
stelle, so hatte der Sauerstoffverbrauch bei der Reizung durch drei 
getrennte Nervenstrezken nahezu das Dreifache gegeniiber der Reizung 
durch eine Strecke betragen miissen. Bei einem Erregungseffekt sollte 
dagegen die Steigerung gleichbleiben, vorausgesetzt, da} schon vorher 
die Reizung maximal war und nicht ein teilweises Dekrement infolge 
Schadigung oder Absterben einzelner Fasern vorlag. Die Versuche 
ergaben eindeutig, da bei der Reizung durch drei Elektrodenpaare 
der Extrasauerstoff entweder gar nicht oder nur ganz wenig gréBer war 
als bei der Reizung durch ein Paar. Die geringe ErhGhung mag méglicher- 


' Amer. Journ. of Physiol. 82, 1927, insbesondere 8. 390. 
2 R. W. Gerard, Science 72, 195, 1930. 
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weise ein lokaler Zusatzeffekt sein, doch wiirde die Beriicksichtigung 
desselben an den friiheren Resultaten nichts Wesentliches andern. 
Im allgemeinen konnten einem und demselben Nerven im Laufe 
von 10 Stunden nur drei Perioden von je */, oder 1 Stunde konti- 
nuierlicher Reizung zugemutet werden. Dazwischen, sowie vor- und 
nachher lagen Ruheperioden von 11% bis 2 Stunden. In der ersten 
Stunde nach der Reizung fallt der Extraverbrauch langsam auf den 
Ruhewert ab. Diese Nachatmung ist zum Extraverbrauch zugerechnet. 
In Abb. 2 ist ein typisches Beispiel (mit kompensierter Ruheatmung) 


3 LlehTroden vé SEL. 
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Abb. 2. 
Atmungsgeschwindigkeit, gemessen in mm Manometerfliissigkeit des Differentialmanometers. 
Reizung in drei Pevioden durch 3, 1 und 3 Elektrodenpaare. Reizzeiten je 3/, Stunden schraffiert. 
Die Ruheatmang ist kompensiert. ----- Ungefahrer Verlauf der Basislinie. 


wiedergegeben. Die UnregelmaBigkeiten im Verlauf der Kurve ent- 
sprechen Einstellungsfehlern der Manometerflissigkeit, die gelegentlich 
beiderseits je 0,2 mm betragen kénnen. 

Vier derartige Versuche mit kontinuierlicher Reizung nebst einem 
Kontrollversuch sind in der Ubersicht Tabelle I zusammengestellt. Die 


Tabelle I. Tatigkeitsverbrauch des Nerven bei abwechselnder Reizung 
durch ein oder drei Elektrod>npaare. 











Frisch- ; Zahl — ee benutzter 
Nr. ] Dat. _—. ——— | — ——— Rollenabstand | Be 
i mg stellen | PTO SU. Ste. em 2 
1 | 26. VII. 118,5 1 1 26.6 8,0 
117,9 1 i 22'8 7,5 
2 | 29. VIL. 126 1 1 29,0 8,0 800 
| 126 1 3 30,0 8,0 
126 1 1 15.9 8,0 800 
3 || 31. VIL. 141 34 3 22.5 8,4 
| 141 . ee 204 84 | 1500 
| 141 x. 6 6| 8 18,8 84 
4 | 1.VII.|; 151,9 3/4 3 15.2 8,0 
| 15149 | % 1 | 142 9.0 
151,9 3), 3 | 189 80 
6 || 2vun|} 147.7 | % 1 16,7 90 =| 
i iia 1 & 3 17,2 8,0 
147,77 | %, 3 192 6,4(!) 
| 147.7 | % 1 (8,8) 8.8 
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Temperatur betrug wie bisher 15°, Reizfrequenz mit Bernsteinunter- 
brecher je 180 Offnungs- und SchlieBungsschlige. Die Spannung an 
der Primarspule war 2 Volt. 

Im Versuch vom 2. August wurde in der dritten Periode eine 
absichtliche Cherreizung vorgenommen, indem bei einem Rollenabstand 
von 6,4cem und einer mittleren Stromstirke im Sekundarkreis von 
1,7 Milliamp. gereizt wurde, der sechsfachen Stromstarke der vorher- 
gehenden Periode von 8,0 em Rollenabstand. In der Tat wird dadurch 
eine deutliche, wenn auch nicht sehr betrichtliche Vermebrung des 
Extrasauerstoffs herbeigefiihrt und andererseits der Nerv so geschadigt, 
daB die Atmungssteigerung in der vierten Periode nur noch die Halfte 
von der ersten betraigt. Eine geringe Uberreizung liegt vielleicht auch in 
der zweiten Periode im Versuch vom 29. Juli vor. Meist wurde die 
Ruheatmung kompensiert durch Einfiillung der symmetrischen Nerven 
in das andere GefaiB des Differentialapparats. In einem der Versuche, 
sowie in einer Reihe weiterer Kontrollversuche wurde die Ruheatmung 
der benutzten Nerven zu 19 bis 33 ¢mm pro Gramm und Stunde be- 
stimmt. Die Atmungssteigerung bei kontinuierlicher Reizung betrug 
also gut */, der Ruheatmung, wie es bei den gleichen Eskulentanerven, 
bei derselben Temperatur und Frequenz auch von Gerard und Schmitt 
gefunden war. 

Aus den Versuchen geht hervor, daB der Einwand von W interstein 
nicht zu Recht besteht. Die Ubereinstimmung der Atmungssteigerung 
mit der auBerhalb der Reizstrecke in Sauerstoff gemessenen Wairme 
beruht somit darauf, daB die Oxydationserhéhung mit dem Erregungs- 
vorgang des ganzen Nerven verkniipft und nicht auf die lokale Reiz 
stelle beschrankt ist. Selbstverstandlich gilt dieser SchluB nur fir 
den peripheren Nerven unter den von uns eingehaltenen Bedingungen. 
DaB z. B. die Reflextatigkeit des Riickenmarks oder die verhaltnis- 
maBig schwache Erregung bei der natirlichen Innervation des Nervus 
vagus ohne Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs einhergeht, bildet 
kein Argument gegen den Befund, wonach die Erhéhung des Sauerstoff- 
verbrauchs des Nerven iibereinstimmt mit der bei der Erregungs- 
leitung gemessenen Warme unter identischen Reizbedingungen. 
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1. 


Der EinfluB der bei der fermentativen Spaltung von EiweiBkérpern 
entstehenden Spaltprodukte auf den Spaltvorgang ist in mehrfacher 
Hinsicht von Bedeutung. Zunachst ist festzustellen, ob die Vorgange 
bei der Proteolyse der bekannten Wirkung von Spaltprodukten auf 
den Spaltverlauf bei anderen K6rperklassen entsprechen. Es ware 
zu priifen, ob die an kolloidalen Substraten beobachteten Erscheinungen 
sich den an kristalloiden bekannten — dem Massenwirkungsgesetz 
entsprechend — einordnen lassen, oder ob bei ihnen so verschiedenartige 
Vorginge miteinander verkniipft sind (Desaggregation und Hydrolyse), 
daB einfache GesetzmaBigkeiten nicht ermittelbar sind. 


Dann ist die Kenntnis der durch Spaltprodukte der EiweiB- 
verdauung bewirkten Hemmungsvorginge fiir diejenigen Unter- 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
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suchungen notwendig, die durch fermentative Spaltungsversuche 
Einblick in die Konstitution der EiweiBkérper zu erhalten suchen. Es 
sei hier auf die Darstellung von Weber und Gesenius (1) verwiesen, 
die zeigen, daB die Kenntnis der Gleichgewichtserscheinungen sowie 
des Auftretens falscher Gleichgewichte notwendig ist, um die Spezifitat 
verschiedener Proteasen zu beurteilen. 


SchlieBlich aber ist es deshalb notwendig, die Bedingungen der 
Proteolyse zu kennen, da in der Zelle selbst das Auftreten bzw. das 
Konzentrationsgefalle der Spaltprodukte als mitbestimmend fiir den 
Vorgang der Proteolyse angesehen werden muf. 


Wahrend bei anderen Fermentgruppen, wie z. B. bei den Carbohydrasen, 
die durch Spaltprodukte bedingten Hemmungserscheinungen weitgehend 
untersucht sind, liegen fiir die Proteasen nur sehr wenige Untersuchungen 
vor. Weber und Gesenius zitieren Oppenheimer (2), der in seinem Ferment- 
werk die Frage ,.als noch nicht recht geklart*‘ bezeichnet. Von neueren Unter 
suchern hat sich vor allem Northrop (3) (4) (5) in einer Reihe grundlegender 
Untersuchungen mit dem Problem beschaftigt. Er fand, da durch Spalt- 
produkte Hemmungen der peptischen und tryptischen Proteolyse ent- 
stehen, und konnte zeigen, da alle iiber Hemmungserscheinungen von 
ihm gemachten Beobachtungen sich durch Gleichgewichtsverhaltnisse 
zwischen Substrat, Ferment und Hemmungskérpern entsprechend dem 
Massenwirkung gesetz erkliren lieben. Als Spaltprodukte waren durch 
Saure- und Alkalihydrolyse unmittelbar aus Eiweifs hergestellte Praparate 
nicht brauchbar. Dagegen erzielte er Hemmungsvorgiinge durch einen 
Korper (Inhibitor), der priparativ aus einem  Spaltproduktgemisch 
fermentativ abgebauter EiweiBkérper erhalten wurde. Die Spaltungs- 
versuche selbst wurden mittels Leitfahigkeitsmessung angestellt. 

Die grundlegenden Versuche von Northrop sind von Weber und Gesenius 
mit verschiedenen anderen Methoden nachgepriift und erweitert worden. 
Die Autoren konnten zeigen, daB nicht nur der von Northrop isolierte 
Hemmungskorper die tryptische Spaltung von Gelatine zu hemmen vermag, 
sondern daB auch die tryptischen Spaltprodukte von Casein die Proteolyse 
dieses EiweiBkérpers durch Trypsin-kinase hemmen und bei geniigender 
Konzentration sogar véllig unterdriicken kénnen. Derartige Hemmungs- 
erscheinungen konnten nicht nur mit einem Gemisch aller Spaltprodukte, 
sondern auch durch die Dipeptide Glycylglycin, Leucylglycin und Alany!- 
glycim erreicht werden. ie Autoren zeigten, daB es sich bei allen 
Hemmungserscheinungen um echte: Hemmungen bzw. falsche Gleich- 
gewichte und nicht um wahre Gleichgewichte handelt. 


Auch bei der peptischen Spaltung konnten Gesenius und Weber eine 
Wirkung der Spaltprodukte auf die Hydrolyse von Casein beobachten. 
Bei einem geeigneten Konzentrationsverhiltnis Substrat : Hemmungs- 
kérper lieB sich die peptische Spaltung véllig unterdriicken, doch lie sich 
nicht wie bei Trypsin-kinase das Spaltproduktgemisch durch Dipeptide 
ersetzen. Es schienen also fiir die Pepsinspaltung nur komplizierte 
Hemmungskérper in Frage zu kommen. Die Autoren verwendeten fur 
ihre Untersuchungen bereits nach Wéillstdtter gereinigte Fermentlésungen 
und wandten zur Messung der Spaltvorginge nicht allein die nicht ganz 
durchsichtige Methode von Northrop, sondern auch die Methoden der 
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NH,-Bestimmung nach van Slyke, sowie die Titration nach Waldschmidt- 
Leitz an. 

Diese wenigen, aber eingehenden Untersuchungen iiber Hemmungs- 
erscheinungen bei der Proteolyse kamen somit zu dem Ergebnis, daB 
sowohl bei peptischer als auch bei tryptischer Spaltung verschieden- 
artiger Substrate (Gelatine, Casein) Hemmungserscheinungen durch 
Eiweibspaltprodukte zu beobachten sind, die echte Hemmungen dar- 
stellen und sich entsprechend dem Massenwirkungsgesetz erklairen 
lassen, 

Diese Ergebnisse standen im Gegensatz zu Beobachtungen, die 
Rona und Kleinmann (6) (7) angestellt hatten. Dieselben konnten 
bei nephelometrischen Untersuchungen iiber fermentative Eiweib- 
spaltung niemals irgendeine hemmende Wirkung von Spaltprodukt- 
gemischen auf die EiweiBspaltung feststellen; und zwar konnte weder 
bei tryptischen noch bei peptischen Vorgangen eine Hemmungswirkung 
ermittelt werden. 

Weber und Gesenius nahmen gegen diese Versuche Stellung. indem 
sie in ihrer Arbeit schrieben: 

.Dieser Befund spricht gegen die Kleinmmannsche These, daB 
Hemmungserscheinungen gerade in den ersten Anfangsstadien nicht 
vorkiimen. Allerdings bleibt im Lichte der Desaggregatic nstheorie 
zu _ beriicksichtigen, daB dieser Autor nicht die Hydrolyse von Bin- 
dungen, sondern kolloidale Dispersititsinderungen verfolgt hat.‘ 
Dieser Einwand ist aber miBverstindlich, da er den Eindruck erweckt, 

als ob die nephelometrische Methode nur ,,Authellung von Triibungen, 
d.h. kolloidale Dispersititsinderungen verfolgt“. In Wahrheit wird bei 
der nephelometrischen Methcde die Spaltung genau so in klaren EiweiB- 
lésungen vorgenommen, wie bei den Untersuchungen von Northrop und 
Weber und Gesenius; nur die Bestimmung der gespaltenen EiweiBmengen 
erfolgt dadurch, daB das ungespaltene Eiwei8 in eine Triibung tibergefiihrt 
und dadurch gemessen wird. Ob diese Messungsform erlaubt, eine Des- 
aggregation von EiweiB im Gegensatz zur Hydrolyse von Bindungen an- 
zunehmen, ist ein Problem, das erst in vorliegender Untersuchung durch 
Kombination verschiedenartiger Methoden bei der Beobachtung von 
Hemmungserscheinungen geklart werden wird. 

Trotzdem blieb die Tatsache bestehen, daB nach zahlreichen, 
immer wieder angestellten Versuchen bei Anwendung einer Mikro- 
methode, die an sich auBerst zuverlissig war, keinerlei Hemmungs- 
vorginge, weder bei tryptischer noch bei peptischer Proteolyse, von 
Rona und Kleinmann beobachtet werden konnten, wahrend nach 
den Arbeiten von Northrop und Weber und Gesenius an dem Vor- 
handensein von Hemmungsvorgingen bei andersartiger Versuchs- 
anordnung nicht zu zweifeln war. ‘ 


Die Klaérung dieses Widerspruches war der Ausgangspunkt vor- 
liegender Untersuchungen. 
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Es wurde zunachst vermutet, daB die verschiedenen Untersuchungs- 
arten verschiedene Teile deze EiweiBabbaues erfassen. Stellt doch die 
nephelometrische Untersuchung eine Messung des unverindert zuriick- 
bleibenden Substrats dar, wahrend Leitfahigkeitsmessung, NH,- oder 
COOH-Bestimmung auf der Erfassung von Spaltprodukten beruhen. 
Es ware denkbar, daB diese Vorgainge nicht symbat gehen und da} 
der erste Angriff auf das Substrat unabhangig bzw. durch Zwischen- 
reaktionen getrennt von demjenigen der endgiiltigen Abspaltung 
endstandiger Gruppen verliuft. Der eine Vorgang hatte hemmbar 
sein kénnen, der andere nicht; durch die Analyse der Hemmungs- 
wirkungen auf die einzelnen Vorginge ware dann eine Aufteilung des 
Spaltungsvorganges selbst médglich gewesen. 

Dieser Vermutung entsprechen die in dieser Arbeit erzielten Er- 
gebnisse nur bei der peptischen Spaltung; hier konnte tatsichlich 
gezeigt werden, daB der Angriff auf das Substrat allem Anschein nach 
durch eine nicht hemmbare Desaggregation des EiweiBmolekils erfolgt, 
neben oder nach der eine weitere durch Spaltprodukte hemmbare 
Abspaltung von NH,- und COOH-Gruppen einhergeht. 

Bei der tryptischen Spaltung dagegen zeigte sich gegen jede Er- 
wartung eine ganz andere Erscheinung als Grund fiir die Inkongruenz 
der verschiedenen Beobachtungen. Es konnte gezeigt werden, dab 
nicht allein das Substrat-Spaltprodukt-Verhaltnis bei gegebener 
Fermentkonzentration bestimmend fiir Hemmungserscheinungen ist, 
sondern da auch die Fermentmenge selbst bei gegebener Substrat- 
und Spaltproduktkonzentration den gréBten EinfluB hat. Je nach 
Wahl des Spaltversuchsmodells lieBen sich durch Variation von Ferment- 
mengen und Spaltungszeit Hemmungen erzielen oder nicht. 

Es hat den Anschein, als ob die Fermentmenge, wenn sie im Ver- 
haltnis zu den Spaltprodukten einen bestimmten Betrag unterschreitet, 
von diesen nicht mehr gebunden wird, sondern dab die hypothetische 
Ferment-Spaltprodukt-Verbindung dann vollig dissoziiert vorliegt. 
Es lassen sich hierdurch unabhangig von der MeBmethode, nur durch 
die Wahl des Spaltansatzes, experimentell Hemmungserscheinungen 
der Spaltprodukte darstellen oder aufheben. 

Vielleicht ist mit dieser Erkenntnis auch ein Weg zum Studium 
der Ferment-Spaltprodukt-Affinitéten, sowie der biologischen Re- 
gulation von Fermentvorgangen gegeben. 


Gema8 der in I. gegebenen Problemstellung wurden die von Weber 
und Gesenius mit der Titrationsmethcde von Waillstdtter gewonnenen Er- 
gebnisse den von Rona und Kleinmann mit der nephelometrischen Methode 
gemachten Beobachtungen gegeniibergestellt. 














10 P. Rona, H. Kleinmann u. E. Dressler: 


Hinsichtlich der Beschreibung der Titrationsmethode muB ebenso 
wie fiir die nephelometrische auf die Originalarbeiten (8) (9) (10) 
(11) verwiesen werden. Das gleiche gilt fiir die Methode der Ferment- 
reinigung nach Wéilistdtter. Im folgenden sind nur neben der An- 
gabe des Methodenprinzips die Abanderungen und Priifungen  ver- 
merkt, die sich zur Durchfiihrung der Untersuchung als notwendig 
erwiesen. 

Als Substrat wurden sowohl bei den tryptischen als auch bei den pepti- 
schen Spaltversuchen fiir alle angewandten Methodenformen, Caseinlésungen 
benutzt. Die Herstellung der Caseinlésungen verschiedener Konzentration 
ist im experimentellen Teil 8S. 40, Nr. 1, gegeben. 

Als Fermentprdparate wurden benutzt : 

1. Fiir Trypsin: Ausziige aus Pankreaspulvern, die nach Wiéill- 
stdtter (12) (13) (14) mittels Aceton und Ather bereitet worden waren. 
Aus dem Pankreaspulver wurde ein Glycerinextrakt hergestellt, der nach 
W illstdtter (15) von Erepsin gereinigt wurde. Ferner wurden zur Aktivierung 
Enterokinaselésungen bereitet. Es wurden Versuche sowohl mit un- 
gereinigten Pankreasextrakten als auch und zwar meistens mit 
von Erepsin befreiten Trypsinlésungen angestellt. Diese wurden, so- 
wohl durch Kinase aktiviert, wie auch in nichtaktiviertem Zustande 
untersucht (14). Die Aktivierung wurde sowohl durch Titration nach 
Willstdtter, als auch nephelometrisch nach Rona und Kleinmann ge- 
priift. Die gereinigten Trypsin- und Kinaselésungen wurden stets auf 
Erepsinfreiheit gepriift. Ein Beispiel fiir die Behandlung der Driisen- 
bzw. Darmschleimhautausziige sowie fiir ihre Priifung geben die Proto- 
kolle S. 40, Nr. 2 und 3. 

2. Fir Pepsin: Ausziige aus Pepsinpulver (Merck) mittels physiolo- 
gischer Kochsalz- oder mit Salzsiurelésung hergestellt. Eine Reinigung 
des Pepsins wurde nicht durchgefiihrt. 


a) Methodik tryptischer Spaltung. 


l. Nephelometrische Bestimmung. 

Die nephelometrische Methode beruht auf der Spaltung klarer Eiwei- 
lésungen von verhiltnismaéiBig sehr geringer Konzentration (0,06) durch 
Trypsinpriparate und Uberfiihrung des nicht gespaltenen EiweiBes in 
eine Triibung. Die Triibung der gespaltenen Lésung wird gegen die einer 
ungespaltenen im Nephelometer nach Kleinmann gemessen und damit 
ihr Eiweibgehalt ermittelt, wobei derjenige der ungespaltenen Lésung zu 
100%, angesetzt wird. Der Mikrospaltansatz nach Kleinmann fiir nephelo- 
metrische Messungen ist wie folgt zusammengesetzt : 

12cem 0.25°,ige alkalische Caseinlésung, 

5 ,, Phosphatpuffer, '/; mol., pa = etwa 8,1, 
23. ,, Aqua dest. bzw. an dessen Stelle Spaltprodukte oder Kontroll- 
losung, 
6 ., Aqua dest., 


46ccem, 10 cem entnommen, zu dem Rest 4ccem Fermentlésung. 


Aus den 10 ccm, die von den 46ccm entnommen waren, wurden zweimal 


je 4.5 cem fiir die Nullabnahme, d.h. fiir die 100°, EiweiB enthaltenden 
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ungespaltenen Bezugslésungen entnommen. Dem Spaltansatz selbst wurden 
zu bestimmten Zeitpunkten je 5ccm entnommen (5 ccm statt 4.5 cem wie 
bei den Nullabnahmen wegen der 10°,igen Verdiinnung durch Ferment - 
lésung). Diese Abnahmen wurden durch EinflieBenlassen in kochendes 
Wasser und Kochen wiahrend genau einzuhaltender Zeit desaktiviert, mit 
5 cem Phosphatpuffer auf den zur Analyse notwendigen py von 7,8 gebracht, 
durch Zusatz von 7,5 cem Chinidinchloridlésung! getriibt, zu 22,5 eem 
mit Aqua dest. aufgefiillt und nach 20 Minuten Stehen innerhalb einer 
Stunde im Nephelometer gegen die gleichartig behandelten Nullabnahmen 
gemessen. Hinsichtlich Einzelheiten der Methode mu8 auf die Original- 
arbeiten verwiesen werden. 


Fiir die Versuche, bei denen Spaltproduktlésungen zu dem Spaltsystem 
zugefiigt wurden, war es notwendig, festzustellen, ob die Spaltprodukte 
irgendeinen EintluB auf die Methode, d.h. auf die Beziehung zwischen 
Triibung und Eiwei8konzentration ausiiben kénnen. Diese Priifung wird 
bei Besprechung der Spaltproduktgewinnung gegeben werden. (Vgl. Pro- 
tokoll S. 42, Nr. 7.) 


Sehr oft stellte es sich als notwendig heraus, die Bestimmung nicht 
unmittelbar nach erfolgter Spaltung und Austiihrung der einzelnen Ab- 
nahmen, sondern erst am folgenden Tage auszufiihren. Bei dieser Arbeits- 
weise zeigte es sich, daB die in der Originalvorschrift gegebene Kochzeit 
von 6 Minuten fiir die Abnahme zur Unterbrechung der Fermentwirkung 
unter den gegebenen Bedingungen nicht ausreicht. Die zugesetzten Spalt- 
produkte machen nimlich das Ferment gegen Hitzeinaktivierung viel 
unempfindlicher. Es wurden Versuche ohne Spaltprodukte und mit solchen 
bei variierten Kochzeiten, sowie bei variierten Zwischenzeiten zwischen 
Abnahme und Bestimmung angestellt. Die Messung erfolgte gegen den 
gegen die Nullabnahme geeichten, unveranderlichen, festen Triibungs- 
standard nach Kleinmann. Die Anwendung dieses Standards zeigte sich 
oft vorteilhaft, besonders bei Versuchen, bei denen die Spaltzeit lange (bis 
50 Stunden) ausgedehnt wurde. Sie machte es médglich, die Analyse ein- 
zelner Entnahmen sofort nach der Abnahme auszufiihren, ohne die Null- 
abnahme durch die Bestimmung gewissermaBen zu verbrauchen bzw. 
ohne aut die Fertigstellung der spater zu erfolgenden Abnahme warten zu 
miissen. Fiir jede Versuchsreihe ist eine Eichung des Standards not 
wendig. Sie wird durch Einstellung des Standards ausgetiihrt, derart, 
da dieser einen Helligkeitswert im Nephelometer. liefert, der dem 
der 100°, Eiweif enthaltenden Nullabnahme gleicht; doch miissen fiir 
verschiedene Einstellungen der Nullabnahme die entsprechenden Standard- 
einstellungen ermittelt werden, da die Beziehung zwischen Standard und 
Eichlésung nicht proportional ist und nicht vorauszusehen war, welche 
Einstellung der 100°,,igen Vergleichslésung man schlieBlich bei der Analyse 
brauchen wird. 


Ohne die Versuche im einzelnen zu _ belegen, sei angegeben, dab 
es notwendig ist, die Abnahme (wenn sie zugefiigte Spaltprodukte 
enthalt) 25 Minuten im Wasserbad zu kochen, wenn man erst 24 bis 
30 Stunden spater die endgiiltige Analyse vornehmen will. Null 


1 Das Chinidinum hydrochloricum wurde von der Firma Zimmer & Co., 
Frankfurt a. M., fiir die vorliegende Arbeit zur Vertfiigung gestellt, wofiir 
wir auch an dieser Stelle unseren Dank aussprechen méchten. 
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abnahmen und Spaltabnahmen sowie diese unter sich miissen vdllig 
gleichartig behandelt werden. 


2. Bestimmung durch Titration nach Willstaitter, Waldschmidt- 
Leitz und Persiel. 


Der Makrospaltansatz nach Willstdtter (8) (15) ist wie folgt zusammen- 
gesetzt: 

5 Volumenteile 6°,ige alkalische Caseinlésung, 

2 - n Ammoniak-Ammoniumchloridpuffer 1: 1, 

3 + Ferment lésung. 

Von dieser Ansatzform, die noch etwas modiliziert wurde (s. weiter 
unten), wurde nicht wie von Willstdtter und Persiel ein solches Volumen 
hergestellt (z. B. 10 ccm), daB es als Ganzes fiir emen Bestimmungspunkt 
verbraucht wurde, sondern es wurde ein Vielfaches bereitet. Diesem gréBeren 
Volumen wurden dann fiir jeden Bestimmungspunkt 10cem (wenn der 
Originalan:atz titriert wurde) oder 20ccm (wenn 100°, Spaltprodukte 
zugesetzt waren) entnommen; diese wurden zur Unterbrechung der Ferment- 
wirkung in eine Vorlage gebracht, die eine gleiche Menge absoluten Alkohols 
enthielt. Nach Zugabe von Indikatorlésung wurde mit 0,2n Kalilauge 
bis zum deutlich sichtbaren Farbumsc hlag, daraut na h Zusatz von siedendem 
Alkohol (Endgehalt an Alkohol 88 bis 90°, ) mit der gleichen Lauge bis zum 
erneuten Farbumschlag titriert. 

Thymolphthalein als Indikator nach Willstdtter erwies sich wegen der 
schwierigen Erkennbarkeit seines Umschlagspunktes von farblos nach blau 
in den von vornherein bereits blaiulich opalisierenden Titrationsproben 
bei der groBen Anzahl der méglichst schnell hintereinander zu behandelnden 
Abnahmen als ungeeignet und wurde daher durch Phenolphthalein ersetzt. 
Wird bei diesem Indikator am Schlu8 bis zum deutlich erkennbaren Rot 
anstatt nur bis zum Auftreten des ersten Farbtons wie beim Thymolphthalein 
titriert, so ergeben sich dieselben Resultate wie dort, jedoch ist die Uber- 
einstimmung der Parallelen eine bessere (s. Protokoll 8. 41, Nr. 4). An- 
gewandt wurde eine 0,5°% ige alkoholische Lésung des Indikators, und zwar 
2cem fiir je 10cem Titrationsprobe. 

Die Desaktivierung der Fermentwirkung durch Alkohol ist ausreichend, 
wenn die Titrationsprobe bald nach der Abnahme analysiert wird. Jedoch 
emptiehlt sich lingeres Stehen nicht, da entweder die Desaktivierung 
nicht vollstindig ist oder die Lésung unter dem Eintlu8 des Alkohols sich 
anderweitig veraindert (vgl. Protokoll S. 41, Nr. 5). 

Die Originalansiitze von Willstdtter enthalten Ammoniak-Ammonium- 
chloridpuffer. La die nephelometrischen Versuche mit Phosphatpuffern 
angestellt sind und fiir diese die Methcdik ausgearbeitet vorlag, anderers2its 
es fiir den Vergleich beider Methcden ratsam erschien, beide Bestimmungs- 
formen gleichartig zu puffern, so wurde versucht, die Titration nach Will- 
stdtter mit Ansitzen durchzutiihren, die an Stelle des Ammoniak-Ammonium- 
chloridpuffers Phosphatpuffer enthiclten. Protokoll S. 42, Nr. 6, zeigt. 
da dieses ohne Schidigung der Methcde durchtithrbar ist, wenngleich 
durch Anwesenheit des Phosphatpuitfers die Erkennung des Umschlags- 
punktes doch etwas schwieriger wird. 

Der Makroansatz wurde auch dadurch modifiziert, daB die absolute 
Konzentration des Puffers verringert wurde. Wahrend der Originalansatz 
0,2n = 0,2 mol. an Ammoniak-Ammoniumchloridpuffer war, wurde die 
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Konzentration an Phosphatpuffer nur zu 3/,, mol. gewihlt. Dies hat 
seinen Grund nicht nur darin, daB die Konzentration technisch begrenzt 
war und auch zur Erzielung der Putferwirkung. geniigte, sondern daB 
bei geringerem Elektrolytgehalt gréBere Ausschlige bei der Spaltung 
erhalten wurden. 


Es sei noch erwéhnt, da aus Ersparnisgriinden versucht wurde, 
anstatt mit reinem absoluten Alkohol die Titration mit vergaélltem Alkchol 
durchzufiihren. Es zeigte sich, daS die Verwendung vergillten Alkohols 
die Titration nicht stort. 


3. Vereinigung der nephelometrischen und titrimetrischen 
Methoden. 


Bei der Durchfiihrung der Arbeit ergab sich die Notwendigkeit, mit 
den gleichen Spaltansitzen (bzw. mit entsprechenden Teilen des gleichen 
Ansatzes) gleichzeitig eine nephelometrische und eine titrimetrische Be- 
stimmung durchzufiihren. Dieses war nicht ohne weiteres méglich, da der 
Ansatz tiir die nephelometrische Bestimmung, die eine Mikromethode ist, 
nur 0,06°, Casein, der Ansatz nach Wilistdtter (mit Spaltprodukten) dagegen 
1,5°, Casein enthalt. Ein Vergleich der Zusammensetzung beider Ansatz- 
formen gibt Tabelle I, 8. 14. 


Es wurde so vorgegangen, da zur Spaltung ein Ansatz nach Willstdtter 
hergestellt wurde, von dem ein Teil ohne weiteres zur Bestimmung ent- 
nommen und titriert werden konnte. Ein aliquoter Teil, der zur nephelo- 
metrischen Bestimmung aus dem gleichen Ansatz entnommen wurde, 
muBte fiir diese erst derart verdiinnt werden, daB sein EiweiBgehalt ungefihr 
dem der zur nephelometrischen Bestimmung dienenden Probe entsprach. 
Die Verdiinnungen betrugen etwa 1: 25, ainderten sich aber mitunter je 
nach der zum Ansatz benutzten alkalischen EiweiBlésung. Da diese ver- 
diinnten titrimetrischen Ansitze in ihrer Zusammensetzung nicht voll- 
standig den eigentlich zur Nephelometrie dienenden Ansiitzen ent: prachen 
(Salzgehalt, Glyceringchalt usw.), so war zu priifen, ob diese Ansitze bei 
der Anwendung der nephslometrischen Methode richtige Werte ergaben. 
Sie wurden daher hinsichtlich des Verhaltens der Proportionalitat der 
Triibung zum EiweiBgehalt, sowie hinsichtlich des Einflusses der zuge- 
setzten Spaltprodukte auf die Triibung meth disch gepriift. Dies geschah, 
indem Reihen mit abnehmenden bekannten Eiweifimengen, etwa 90, 80, 
70% usw., mit und ohne Zusatz von Spaltprodukten gegen eine Triibung 
verglichen wurden, deren Gehalt an EiweiB 100°, betrug. 


Aus dem Protokoll 8. 42, Nr. 7, geht hervor, daB die nephelometrische 
Methode auch bei den verdiinnten Makroansitzen ausgezeichnete Resultate 
liefert. 


Derartige der Nephelometrie dienenden, verdiinnten Makroansiitze 
wurden entweder fiir sich gespalten oder es wurde die Veirdiinnung zur 
nephelometrischen Analyse erst unmittelbar nah der Abnahme_ vor- 
genommen, d. h. der im konzentrierteren System spaltenden Lésung (1,5° 
an Casein) wurden Proben fiir die Titration und fiir die Nephelometrie 
mdéglichst kurz hintereinander entnommen, worauf die zu _nephelo- 
metrierende verdiinnt wurde. Von der Verdiinnung wurden dann 5 ccm 
im siedenden Wasserbad desaktiviert und weiter wie iiblich fiir die nephelo- 
metrische Analyse behandelt. 
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b) Methodik peptischer Spaltung. 


Bei der Messung der Pepsinwirkung wurde entsprechend den Methoden 
zur Bestimmung der tryptischen Spaltung verfahren. Es wurden einmal 
nephelometrische Messungen solchen gegeniibergestellt, die mittels der 
Titrationsmethode erzielt wurden; sodann wurde versucht, beide Methoden 
miteinander zu kombinieren, indem Abnahmen aus dem gleichen Spaltungs- 
ansatz sowohl nach der einen wie nach der anderen Methode analysiert 
wurden. 

l. Nephelometrische Bestimmung. 


Zur Bestimmung der peptischen Wirkung wurde die von Rona und 
Kleinmann (9) (16) angegebene Methode der peptischen Casein: paltung und 
Analyse des ungespaltenen Caseins nach Triibung mit Chinidin im Nephelo- 
meter angewandt. Der Spaltungsansatz war wie folgt zusammengesetzt: 

12 cem 0,25°,ige alkalische Caseinlésung, 

10 ,, Salzsiure (so stark, da py des Gesamtansatzes etwa 2), 

1 ,, Aqua dest., 

23 .,. Spaltprodukte bzw. Kontrollésung, 

46cem, lO cem entnommen, zum Rest 4ccm Fermentlésung. 
Es wird hier auf die Originalarbeit (9) (16) verwiesen. 

Die Analyse gestaltet sich insofern einfacher als beim Trypsin, als zur 
Authebung der Fermentwirkung eine Anderung des py geniigt. 5 cem des 
zu untersuchenden Gemisches wurden daher in eine zur Anderung des py 
von etwa 2 auf etwa 8 ausreichend starke Natronlauge pipettiert. Die 
Lésung konnte so 24 Stunden aufbewahrt werden, ohne dali eine weitere 
Spaltung bzw. sonstige Anderung des EiweiBes eintrat. Zur Analyse wurden 
die desaktivierten Proben mit je 5cem !/,; mol. Phosphatputfer versetzt, 
derart, da ihr pq 7,8 wurde, und dann mit je 7,5¢cm Chinidinlésung 
getriibt und ihr Gesamtvolumen zu 22,5 ccm mit Aqua dest. ausgeglichen. 
Die Messung erfolgte wie beim Trypsin gegen eine ungespaltene Lésung, 
deren Eiweibgehalt gleich 100°, gesetzt wurde. 


2. Bestimmung durch Titration. 


Zur titrimetrischen Bestimmung wurde die Methode von Waldschmidt- 
Leitz (17) und Sérensen (18) verwandt. Bei ihrer Durchfiihrung stellten 
sich zunachst dadurch Schwierigkeiten ein, da waihrend der Spaltung 
die Lésungen eine héhere Viskositat gewannen, so daB die zu verschiedenen 
Zeiten gemachten Abnahmen zwar dem Volumen, nicht aber dem Gewicht 
nach gleich waren. Eine Verdiinnung des ganzen Ansatzes mit Aqua dest. 
auf das Doppelte, entsprechend der spiteren Verdiinnung mit Hemmungs- 
kérpern, verringerte diese UnregelmaBigkeit auf eine GroBe, die innerhalb 
der Fehlergrenzen der Methode lag. Die Gewichtsglei:hheit der ver- 
schiedenen Abnahmen wurde oftmals durch Wagung gepriift (vgl. Versuch 62, 
S. 73). 

Wie schon Weber und Gesenius betont haben, ist die Herstellung klarer 
Titrationsansitze fiir die in saurem Milieu vor sich gehende peptische 
Spaltung nur dann moglich, wenn die alkalische EiweiSlésung schnell uber 
den isoelektrischen Punkt hinweggebracht wird. Dies geschah dadurch, 
daB das Substrat unter kraftigem Schiitteln in die Séiure eingetropit wurde. 
Die Vereinigung mit den sauren Spaltproduktlésungen bereitete dann keine 
Schwierigkeiten mehr. 
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Die Unterbrechung der Fermentwirkung geschah durch vorgelegte 
alkoholische n/10 Titrationslauge. Nach Zugabe von Indikatorlésung 
(Phenolphthalein) wird dann der Uberschu8 der Lauge mit n/10 alkoholischer 
Salzsiure bis gerade zum Verschwinden der Indikatorfarbe titriert und 
die Analyse nach Auffiillen mit siedendem absoluten Alkohol auf eine Kon- 
zentration von 88 bis 90% mit n/10 Kalilauge wie beim Trypsin beendet. 
Die Desaktivierung war zur Verhinderung der Na: hspaltung bis zur Analyse 
ausreichend. 


3. Vereinigung der nephelometrischen und der titrimetrischen 
Methode. 


Zur Analyse eines Spaltansatzes gemeinsam durch Titration und 
Nephelometrie wurden bestimmte Mengen des Verdauungsgemisches 
méglichst gleichzeitig entnommen. Die eine von ihnen wurde titriert, 
wihrend die zweite durch Verdiinnen auf eine fiir die nephelometrische 
Analyse geeignete Konzentration gebracht wurde. Die Desaktivierung und 
Vorbereitung zur Analyse wurde dann wie unter 1. vorgenommen. Es 
wurde ebenso wie beim Trypsin gepriift, ob die durch Verdiinnung der 
Makroansitze gewonnenen Lésungen ebenso fiir die Nephelometrie geeignet 
sind, wie die urspriinglich fiir diese Methode ausgearbeiteten Ansitze. 
Des weiteren wurde der Einflu8 von Spaltprodukten, die Veriinderlichkeit 
desaktivierter Abnahmen in lingeren Zeitriumen sowie die Eignung des 
festen Standards an Stelle der Nullabnahmen ebenso untersucht, wie dieses 
schon beim Trypsin beschrieben ist. Die Protokolle 8. 43—45, Nr. 8 bis 11, 
zeigen die gute Eignung der nephelometrischen Methode trotz der Gegen- 
wart von Spaltprodukten auch fiir den verdiinnten Makroansatz. 

Mitunter konnten die Abnahmen fiir die beiden Analysenformen aus 
dem gleichen Ansatz nicht zu demselben Zeitpunkt erfolgen, da offenbar 
die mittels der Nephelometrie untersuchbare Phase des EiweiBabbaues 
schnellerem Angriff erliegt, als die durch Titration erfaBbaren. 

Eine Ubersicht iiber die verschiedenen Ansatzformen gibt Tabelle IT, 
S. 16. 

Ill. 

Zur Untersuchung des Einflusses der bei der fermentativen EiweiB- 
verdauung entstehenden Spaltprodukte auf den Verlauf der Hydrolyse 
wurde folgendermaBen veriahren. Es wurde darauf gesehen, daB nicht 
wie von anderen Untersuchern Produkte, die aus Spaltgemischen pri- 
parativ gewonnen wurden, als ,,Hemmungskérper‘’ angewandt wurden, 
sondern da8 tatsichlich diejenigen Produkte, die sich in dem zu spaltenden 
System befinden, méglichst unverindert und quantitativ dem zu unter- 
suchenden System vor der Spaltung beigemischt wurden. Es wurden 
einmal nur Produkte verwandt, die wirklich durch fermentative Hydrolyse 
und nicht etwa durch andere Eingriffe (Saurehydrolyse usw.) gewonnen 
waren; sodann wurde das Milieu, aus dem die Spaltprodukte gewonnen 
wurden, genau so hergestellt wie das zu spaltende System selbst, d. h. px, 

, Elektrolyt- und EiweiBgehalt des zur Herstellung von Spaltprodukten 
dienenden Systems waren vo6llig gleich dem, dessen Verhalten gegen die 
Spaltprodukte untersucht wurde. Wurden ,,Makroansiitze’* verwandt, 
so war die EiweiBkonzentration des Spaltproduktansatzes die gleiche wie 
die des zu untersuchenden, und gleiche Teile des ungespaltenen und ge- 
spaltenen Systems wurden miteinander gemischt. Wurden ,,Mikroansitze“ 
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verwandt, so wurde das Spaltproduktsystem bereitet wie der ,,Mikro- 
ansatz**, doch wurde die doppelte Caseinmenge angewandt. Von diesem 
System wurde die Halfte (entsprechend 100°, Casein) dem Mikroansatz 
an Stelle von Wasser, also ohne Vermehrung des Gesamtvolumens zu- 
gesetzt. Stets wiirde demnach, wenn die Auispaltung des Spaltprodukt- 
systems eine vollkommene gewesen wire, diejenige Menge an Spalt- 
produkten dem zu unte suchenden System von vornherein zugesetzt 
worden sein, wie aus ihm iiberhaupt hatte entstehen kénnen, d.h. die 
zugesetzte Menge an Spaltprodukten betrug auf den Spaltansatz bezogen 
100°,. Von anderen Untersuchern ist diese Menge oft tiberschritten 
worden, und es ist an Npaltprodukten mehrmals so viel, wie iiberhaupt 
entstehen kann, dem Spaltan-atz von vornherein zugesetzt worden. Will 
man aber feststellen, welches der Ein’ lu8 der bei emer Spaltung entstehenden 
Produkte auf den Vorgang der Spaltung ist, so erscheint es unangemessen, 
von Anfang an mehr Spaltprodukte zuzusetzen, als der Vorgang selbst 
zu liefern vermag. Der Zusatz einer Menge von 100°, zu Beginn einer 
Fermentspaltung, d. h. die Herstellung von Bedingungen im Beginn eines 
Spaltvorganges, die erst bei vollkommenem Ablauf an sich realisiert wiirden, 
mu8 vollstindig ausreichen, um die Wirkung der bei einer Spaltung zwischen 
0 und 100°, entstehenden Spaltprodukte zu erkennen. 

Eine Ubersicht iiber die verschiedenen Ansatzformen nach Zusatz 
der Spaltprodukte fiir die tryptische Spaltung gibt Tabelle IIT, 8. 20—21, 
fiir die peptische Tabelle IV, S. 20—21. 

Zur Herstellung der Spaltprodukte wurde so verfahren, daB Eiweib- 
lésungen, die den zu untersuchenden glichen, durch Fermentwirkung in 
groBen Zeitriumen so lange hydrolysiert wurden, bis auf erneute Ferment- 
zugabe kein Anwachsen der Spaltung mit Hilfe der benutzten Methoden 
mehr nachweisbar war. Das dann noch unverbrauchte Ferment wurde 
inaktiviert. Um aber eine kiinstliche Verinderung der Spaltprodukte 
durch die Hitzeinaktivierung auszuschlieBen, wurden auch Spaltlésungen 
untersucht, deren unverbrauchtes Ferment durch Anderung des pa und 
Zeitinaktivierung, d. h. durch einfaches, tagelanges Stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur zerstért wurde. Die Spaltproduktlésung zeigte nach der Spaltung 
meist eine Triibung, die beim E:hitzen bzw. Stehenlassen sich zu einer 
groben Flockung zusammenballte. 

Es lieB sich nicht vermeiden, die Lésungen zu filtrieren, da die zur 
nephelometrischen Untersuchung anzuwendenden Lésungen vollig klar 
fein miissen, wenn sie genaue Messungen erméglichen sollen. Die Filtrationen 
konnten aber die Ergebnisse nicht beein‘lussen, da die Spaltprodukte, die 
bei der Fermentspaltung entstehen und die Hydrolyse beeintlussen, natur- 
gemaB geléste Korper sein miissen. Auch ist die Menge der abfiltrierten 
Stoffe gegeniiber den angewandten Mengen vdéllig unwesentlich, und 
schlieBlich ergibt sich sogar die Notwendigkeit ihrer Entfernung; die beim 
Aufkochen entstehende Flockung diirite vorziiglich aus nicht aufgespaltenem 
EiweiB bestchen, welches, wenn es nicht entfernt wiirde, durch Vermchrung 
der Substratmenge im Spaltansatz eine Anderung des Verlaufs der Re- 
aktionskurve bedingen wiirde, die dann irrtiimlich auf die Wirkung der 
Spaltprodukte bezogen werden kénnte. 

Es wurden ferner nur solche Lésungen benutzt, deren Aziditatszuwachs 
eine wenigstens annihernd vollstandige der Fermentwirkung entsprechende 
Hydrolyse des Substrats annehmen lieB. Die quantitative Durchfiihrung 
des Fermentvorganges lieB sich wenigstens angenihert dadurch ermitteln, 
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daB8 durch zahlreiche Wiederholung der Spaltungsansitze iiber verschiedene 
Zeiten sowie durch Zugabe weiterer Fermentmengen wihrend der Spalt- 
zeit testgestellt wurde, gegen welche Menge von abspaltbaren COOH- 
Gruppen die Ansitze konvergierten. Als Maximalspaltung fiir tryptisc he 
Spaltprodukte wurde fiir 10 ccm Spaltansatz ein Zuwa hs von 5,12 com 
0,2n KOH beobachtet. Die meisten Zuwiichse lagen zwischen 3,5 und 
5cem, wiaihrend beim Spaltvorgang, der zu priifen war, die Zuwiichse in 
der Beobachtungszeit zwischen 2,0 und 3,0ccm 0,2n KOH_ betrugen. 
Fiir peptische Spaltungen lag bei der Spaltproduktherstellung der maximale 
Zuwachs bei 3,5cem pro 10 ccm Ansatz, gewohnlich aber zwischen 2,5 und 
3,5cem n/l0 KOH. Der Zuwachs bei den Spaltversuchen betrug ge 
wohnlich 1,5 bis 2,5cem n/10 KOH. Ferner durite in den Spaltprodukt- 
lésungen nephelometrisch nachzuweisendes Eiweif nicht mehr voihanden 
sein. Da mitunter diese Bedingungen nicht bei allen Ansiitzen erreic hbar 
waren, muSten derart ,,unvollkommene“ Priiparate bei der Benutzung 
als Hemmungskérper ausscheiden. 

Da es wahrscheinlich ist, daB véllig verschiedene Spaltproduktgemische 
entstehen, je nachdem Trypsin allein oder in Gegenwart von Ereptase 
angewandt wird, und da es méglich ist, daB die Produkte verschieden sind, 
je nachdem Trypsin an sich oder aktiviert mit Kinase benutzt wird, so 
wurden Spaltprodukte sowohl mit ungereinigtem Pankreasextrakt als 
auch mit erepsinfreiem und aktiviertem Trypsin bereitet. 

Als Beirpiele fiir verschiedene Ausfiihrungsformen werden die Pro- 
tokolle 12 bis 18 mitgeteilt. Die Protokolle 12 bis 15, 8. 46ff., geben Bei- 
spiele fiir die Herstellung tryptischer Spaltprodukte, unld zwar wird je ein 
Beispiel fiir die Spaltproduktherstellung mit ungereinigtem, gereinigtem, 
gereinigtem und aktiviertem Fermentextrakt sowie fiir die Herstellung 
fiir den nephelometrischen ,,Mikroansatz‘‘ gegeben. Die Tabelle VII (8. 49) 
gibt eine Ubersicht iiber alle hergestellten tryptischen Spaltprodukte. Die 
Protokolle 16 bis 18, 8. 50ff., geben je ein Beispiel fiir die Gewinnung 
von peptischen Spaltprodukten durch kurzes Spalten und kurze Hitze- 
inaktivierung, langes Spalten und Desaktivierung durch Neutralisation 
und Herstellung tiir den nephelometrischen Ansatz. Tabelle VIII (S. 52) 
gibt eine Ubersicht iiber alle hergestellten peptischen Spaltprodukte. 

Um die Wirkung der als Spaltprodukte zu einem Fermentsystem 
zugesetzten Lésungen zu erkennen, war es notwendig, die Wirkung gegen 
ein zweites System zu vergleichen, welches mit dem ersten bis auf den 
Gehalt an Spaltprodukten voéllig identisch war. Von den vorher genannten 
Autoren ist die Untersuchung tiber die Wirkung von Spaltprodukten fast 
stets derart ausgetiibrt worden, daB ein System mit Hemmungskérpern 
mit einem System ohne solche verglichen wurde, bei dem das Volumen 
durch Zusatz von Wasser dem Volumen der Hemmungskérperlésung an 
geglichen worden war, Bei derartigen Vorgaingen ist nie beriicksichtigt 
worden, daB allein durch den Gehalt der Hemmungskérperlésung an Elektro 
lyten Unterschiede in Vergleichskurven auftreten kénnen, ganz abgesechen 
davon, daB die Anderung der Aziditét durch Zufiigen der Hemmungs- 
_k6érperlésung oft Unterschiede vortiéiuschen kénnte. Es wurden daher 
stets die System-Spaltproduktlésungen mit solchen verglichen, die an Stelle 
der Spaltprodukte eine ,. Kontrollésung* zugesetzt erhielten. Diese ,,Kontroll- 
lésung*’ glich in allen Teilen der Spaltproduktlésung bis auf den Unter 
schied, daB sie kein Substrat, d.h. kein Casein enthielt. Es wurde eine 
Lésung aus Puffer, Ferment und an Stelle der Caseinlésung einer 


a* 
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Tabelk® 


Die Ansatze der tryptischen 





Makroansatz Makroansatz 
(nach Willstdtter, fiir lingere 
modifiziert) Spaltzeit 


Ansatze mit 
Caseinlosung. ...... 25 ecm (12 %ig) 25 ccm (12 %ig) 
Puffer... ....... | 12,5 , (%/smol. Phosphat) | 12,5 , (?/3 mol. Phosphat 
Spaltprodukte ..... . | 100 100~=—¢g 
Fermentlésung. . .... ; | 625 , 
Aqua dest. .... oe _— 


Gesamtvolumen ..... 200ccm 200 cem 
Konzentrationsverhaltniss 

ea are 15% 15% 

Te i ks oe eR 0,25 n (4/39 mol.) 0,25 n (4/39 mol.) 


a a Te 0,155 % 0,0092 % 
ae a a 148% 148% 


Tabeli 


Die Ansatze der peptische: 





Makroansatz (nach Makroansatz 
Waldschmidt- Leitz, fiir lingere 
modifiziert) Spaltzeit 


Ansatze mi 
I gS ye. ce SON Sw 150 cem (6 %ig) 150 cem (6 %ig) 
Salzsfure .......-.-.--./] 137,5 , ii) . 
Spaltprodukte .........{ 300 , 300, 
Ferment in HCl... . es Sy 125 , 125 , 


Aqua dest. ... pda ye ais — _— 


Gesamtvolumen ........ 600 cem 690 cem 


Konzentrationsverhaltniss: 


TS GaP es GS eis 15% 15% 
WEE poe ee OR os 0,048 % 0,0092 % 





Tabelle 
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jil 


tryptische,[Versuche mit Spaltprodukten. 








Makroansatz 








y i = 
“4 Makroansatz Mikroansatz aS Mikroansatz 
verdiinnt (nach Kleinmann) xe fir laneere 
Spaltzeit Spaltzeit 
Ansatze mi:fpaltprodukten, 
) 0,5 cem (12 %ig) | 94cem (0,25 %ig) 
Phosphat) 0,25 , (7/3 mol. Phosphat)| 3,9 , (#/, mol. Phosphat) 
2,0 ” | 18,0 ” 
1,25 , | 40 , 
9,0 , a7 
100 em 40 ecm i 
erhaltniss: fm Ansatz. 
0,06 % 0,059 % 25,5: 1 25,5: 1 
ol.) 0,010 n (/300 mol.) 0,086 n ("/s5 mol.) 2.9:1 2,9 31 
0,0033 % 0,0032 % 49 :1 8 3:1 
0,367 % 0,235 % 63° :1 63:1 
Tabe li Vy. 
ptischen Versuche mit Spaltprodukten. 
Mengenquotient @ = Makroansatz 
“7 Makroansatz Mikroansatz _— ~ Mikroansatz 
. verdiinnt (nach Kleinmann) = - wy : 
fiir kurze fiir lingere 
Spaltzeit ; Spaltzeit 
sitze mit §hpaltprodukten. 
ig) 2,0 cem (6 %ig) 9,4 eem (0,25 %ig) 
1,67 , 12 
a 18,0 , 
0,38 , 40 , 
192,00 , | 08 , 
200 cem | 40 com 
haltnisse fm Ansatz. 
0,06 % 0,059 % 25,5:1 2 








0,0011 % 


5 
0,00105 % 43,5: 1 9 
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dieser in der Alkalitaét ungefihr entsprechenden Lauge bereitet. Diese 
Kontroll6sung war also der Spaltproduktlésung analog zusammengesetzt 
und wurde hinsichtlich Temperatur und Zeit genau wie diese behandelt. 
Sie enthielt die gleiche Elektrolytmenge und die aus dem Eigeneiweif 
des Ferments entstehenden Spaltprodukte und eventuell die gleiche Glycerin - 
menge; es fehlten ihr nur die aus dem Abbau des zugetiigten Substrats 
entstandenen Spaltprodukte.  Trotz dieser méglichsten Anpassung und 
der starken Putferung waren die Azidititen von eigentlicher Spaltprodukt- 
losung und Kontrollésung nach der fermentativen Aufspaltung nicht immer 
vollkommen identisch. Um auch die geringsten Unterschiede des px der 
untersuchten Systeme zu verhindern, wurden Kontrolle und Spaltprodukte 
vor Benutzung durch Eintropfen von NaOH auf vollig gleichen px gebracht. 
Die geringen Unterschiede im Gehalt an Na-Ionen fallen bei dem groSen 
Elektrolytgehalt beider L6sungen nichts ins Gewicht; somit kénnten beide 
bis auf den Gehalt an Caseinspaltprodukten als stofflich véllig gleich an- 
gesehen werden. 

Um zu ermitteln, welche K6rperklassen vorzugsweise in den ver- 
wandten Spaltprodukten vorhanden waren, bzw. um festzustellen, ob 
Unterschiede in den mit verschiedenen Methoden gewonnenen Spalt- 
produkten bestanden, wurde versucht, eine ungefiihre Fraktionierung der 
Gemische nach ihrem Stickstoffgehalt durchzutiihren. 

Die Ansitze zur Herstellung der Spaltprodukte wurden nach Mischung 
einmal vor Beginn der fermentativen Spaltung und dann nach beendigter 
Spaltung analysiert; und zwar wurden der Gesamt-N (nach Kjeldahl), der 
Amino-N (nach van Slyke), der Rest-N nach EnteiweiBung mit kolloidalem 
Eisenhydroxyd sowie die Zunahme der Carboxylgruppen durch Titration 
nach Willstatter und Waldschmidt-Leitz bestimmt. Um nachzuweisen, ob 
in dem fiir die Versuche benutzten Hemmungskérper noch Stoffe ent- 
halten waren, die einer weiteren Aufspaltung unterliegen wiirden, ob also 
eine beobachtete Hemmung an die An- oder Abwesenheit bestimmter 
héherer Spaltstiicke gekniipit werden muBte, wurde die Lésung der 
Hemmungskérper nach erfolgter Analyse einer vielstiindigen Hydrolyse 
durch Salzsiure unterworfen und deren Fortschritt laufend durch Be- 
stimmung des Amino-N nach van Slyke kontrolliert, bis kein Zuwachs der 
einzelnen Fraktionen erfolgte. Der Amino-N-Gehalt muSte nach voll- 
stiindiger Hydrolyse saimtlicher spaltbarer Stoffe gleich dem Gesamt-N- 
Gehalt nach Kjeldahl werden. Zur Kontrolle wurde auBer dieser van Slyke- 
Analyse noch eine Bestimmung des nach EnteiweiBung mit Eisenhydroxyd 
in der Lésung verbleibenden Rest-N vorgenommen, der ebenfalls den Wert 
des Gesamt-N vor der Hydrolyse mit Saure annehmen miiBte. 

Die Analysen der verschiedenen Spaltprodukte werden wiedergegeben 
durch die Tabellen V und VI, 8.23 u. 24. In Tabelle V beziehen sich die 
Analysen der ,,Kontrollen“’ auf einen EiweiBgehalt, der durch das Eiweif 
des Ferments bedingt ist. 

Zunichst zeigen die Analysen der verschiedenen tryptischen Spalt- 
produktlésungen (Tabelle V), daB die nach verschiedenen Methoden ge- 
wonnenen Lésungen sich in ihrer Zusammensetzung anniihernd gleichen. 
Wahrend vor der tryptischen Spaltung nahezu nur unabgebautes Eiwei8 
und praktisch kein Rest-N und keine freien Aminogruppen vorhanden 
waren, zeigt sich nach der Spaltung ein Rest-N-Gehalt von 70 bis 75%. 
Das restliche Viertel EiweiB war entweder, da unaufgespalten, beim Kochen 
der Lésung ausgeflockt und abfiltriert worden, oder es war derartig ver- 
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andert., daB es einerseits zwar mit Chinidin keine Fillung oder Triibung 
mehr ergab, andererseits aber erst so wenig abgebaut, daB es durch kolloidales 
Eisenhydroxyd noch ausgefaillt werden konnte. Da es ganz unwahrschein- 
lich ist, daB 25°, des Gesamt-N der Spaltproduktlésungen beim Kochen 
austlockten, so ist mit groBer Wahrscheinlichkeit eine erste Abbaustufe 
des EiweiBes anzunehmen, die zwar mit Eisenhydroxyd, aber nicht mehr 
mit Chinidin ftallbar ist. 

Ungefahr 50°, des Gesamt-N_ des angewandten Substrats ist durch 
den Abbau in Amino-N iibergefiihrt, wahrend 25°, als gebundene Amino- 
gruppen vorhanden sind. Bei weiterer Hydrolyse mit Siure gehen diese 


Tabelle V. 


Analysen tryptischer Spaltprodukte. 





Nr. der Spaltprodukte : 14 17 20 21 19a 19b 


1. Spaltprodukte. 


— | Rest-N* {| Innerhalb der Febler- 0 
inition a Amino-N | grenzen gleich Null oo 0,60 
pe g litrationsaziditat 112 16 18 13 75 75 

Gesamt-N 842 381) 330) 388 3,62 4,22 
— Rest-N * 2.55 2,71 | 234 | 244 264) 3,24 
— Seng % Gesamt-N 75 71 71 63 73 
fermen Amino-N 1,74 1,70 1,69) 160 1,50 2,10 
Spaltung | — Gesamt-N 51 44 51 41 41 sas 
Titrationsaziditat 186 =109 121 102 157 157 
Aziditatszuwachs 83 93 102 89 82 82 
Nach Saure- Rest-N * 3.44 — 340 3,80 3,56 4,16 
spaltung ! Amino-N 8.27 | 814) 3,16 | 8,75 | 3,58 | 4,18 
2. Kontrollen (N aus Ferment-Kigeneiweil). 
oe a Rest-N* | Innerhalb der Febler- — 0 
phere _ Amino-N— J grenzen gleich Null 0,53 
— g | Titrationsaziditat 23 17 14 8 69 69 
Gesamt-N 0.49 050 O58 O48 O48 1,91 
a on Rest-N * 0,3¢ - 0,30 032 034 0,87 
Lr enti % Gesamt-N 80 — 52 62 71 — 
peresntad Amino-N 0,33 0,23, 049 0,21 0,29 0,82 
hciiens % Gesamt-N 67 50 85 44 60 
— Titrationsaziditit 83 29 | 384 16 | 7% | 78 
Aziditatszuwachs 10 12 20 8 4 4 
Nach Saure- { Rest-N * 0.56 | 046 O49 1,02 
spaltung | Amino-N oo 0,62 | 047 046 0,99 
t 


* Rest-N nach Enteiweifung mit Eisenhydroxyd 


Es ist angegeben: der Stickstoff in mg/cem, die Aziditaét und der 
Aziditatszuwachs in Kubikzentimeter n Lauge fiir 1000 ccm. 

Mit Ausnahme der Spaltprodukte Nr. 19 sind die Lésungen mit 
Phosphatpuffer bereitet, Spaltprodukte und Kontrolle Nr. 19 mit Ammon- 
chloridputfer; daher sind unter Nr. 19a die N-Werte nach Abzug der 
Antangszahlen fiir Amino-N angegeben, unter Nr. 19b die gefundenen 
N-Werte, die in dieser Form zum Vergleich nicht benutzbar sind. 
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langeren Aminoséureketten nahezu vollkommen in einfache Aminosaéuren 
liber, und der Rest-N deckt sich fast quantitativ mit dem Amino-N. 


Wir haben es also summarisch mit einer Mischung zu tun, die zu einem 
Teil, der unter 25%, liegt, aus angegriffenem, aber nicht durch Eisen fall- 
barem EiweiB besteht, ferner zu 50°, aus einfachen Aminosauren und zu 
etwa 25°, aus Polypeptiden. 


Bei den peptischen Spaltprodukten (Tabelle VI) zeigen die Analysen, 
daB nach der fermentativen Spaltung etwa 30 bis 40°, des gesamten Stick- 
stoffs als zwar durch Eisenhydroxyd, aber nicht mehr durch Chinidin fallbar 
vorliegen. Dieser Anteil, der wesentlich hoher ist als beim Trypsin, diirfte 
wie dort auf eine erste Abbaustufe des EiweiBes schlieBen lassen. Geringer 
als bei den tryptischen Spaltprodukten ist der Amino-N, namlich 20 bis 30°, 
des gesamten Stickstoffs, wahrend die iibrigen 30 bis 40°, des Stickstoffs 
als langere Aminosaureketten vorhanden sein diirften. Es ergibt sich auch 
bei den verschiedenen peptischen Spaltprodukten, daB die Zusammen- 
setzung, bezogen auf den N-Gehalt der einzelnen Fraktionen, annahernd 
einheitlich ist, wenn auch nicht in dem MaBe wie bei tryptischen. 

Bei beiden Gruppen von Spaltprodukten lag aber ein, in den 
einzelnen Bestandteilen sicher nicht immer gleiches Gemisch vor. Daher 
war auch bei den folgenden Versuchen zu beobachten, daB bei Wieder- 
holung gleichartiger Versuche mitunter ,,Ausfalle“ auftraten. Es war daher 
erforderlich, jedes Versuchsergebnis durch zahlreiche Wiederholungen mit 
verschiedenen Spaltprodukten zu sichern. In der Zusammenfassung aller 
angestellten Versuche auf den S. 65 und 75 sind die wenigen, die aus der 
Versuchsreihe herausfallen, durch () kenntlich gemacht. 


Tabelle VI. 
Analysen peptischer Spaltprodukte. 





Nr. de Spaltprodukte : 28 30 32 34a 34b 35 36 


Vor der | } nr stl Innerhalb der Fehlergrenzen gleich Null 
Spalteng | Titrationsaziditat 99 | 76 | 80) 74 | 74 | 93) 67 
Gesamt-N 2,92 | 242 322 288 292 263 2,98 
ae Rest-N* 1,79 1,90 1,77) 1,86 1,85 2.01 | 1,76 
“fermen. || = % Gesamt-N| 61 | 79 | 55 | 65 | 683 | 77 | 68 
aie Amino-N 0,51 | 0,65 0,70 0,75 0,78 0,75 | 0,74 
Pn nts = % Gesamt-N || 18 | 27 | 22 | 26 | 27 | 29 27 
paltung | Titrationsaziditat) 132 | 195 | 116 | 109 109 | 115 | 91 
Aziditatszuwachs 33 29 86 | 35 35 22 | 24 
Nach Saure- | Rest-N * 2,95 | 235 310) 280) 282 259 | 3,02 
spaltung Amino-N 2,87 | 2,39 3,15 | 285 | 2,88 | 243 | 2.87 


* Rest-N nach Enteiweifung mit Eisenhydroxyd. 


Es ist angegeben: der Stickstoff in mg/ccm, die Aziditat und der 
Aziditatszuwachs in Kubikzentimeter n Lauge fiir 1000 ccm. 


Kontrollen wurden nicht analysiert; Spaltprodukte Nr. 34 wurden in 
zwei GeféBen hergestellt und demgema8 sind die Analysen fiir beide Teile 
angegeben. Spaltprodukte Nr. 35 und 36 wurden zu Versuchen nicht be- 
nutzt, sind aber zum Vergleich hier mit aufgefiihrt. 
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IV. 


1. Wirkung der Spaltprodukte auf Mikroansatze bei nephelo- 
metrischer Bestimmung. 


Da in den folgenden Darstellungen nicht nur verschiedenartige 
Bestimmungsformen (Titration, Nephelometrie), sondern auch ver- 
schiedene Ansatze fiir die Spaltsysteme verwandt und die verschiedenen 
Ansatz- und Bestimmungsformen miteinander variiert werden, so sollen 
zur Vereinfachung der Darstellung die Ansatzformen nach den Eiweib- 
mengen, die gespalten wurden, benannt werden. So wird die fiir die 
nephelometrische Bestimmung dienende Ferment-Substrat-Ansatzform 
als ,,Mikroansatz“, die urspriinglich fiir die Titration dienende Ansatz- 
form als ,,Makroansatz‘‘ bezeichnet werden. 

Es wurde zuerst damit, begonnen, die Beobachtung zu wieder- 
holen, die Rona und Kleinmann, wie unter I. dargestellt, oftmals gemacht 
hatten, d.h. es wurde festgestellt, ob ein der nephelometrischen Be- 
stimmung dienendes Spaltsystem, dem 100°, Spaltprodukte zugemischt 
waren, durch die Spaltung eine Hemmung erfihrt. Versuch 3, Abb. 1, 
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Abb. 1. 
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zeigt die Spaltung eines Mikroansatzes mit 100°, Spaltprodukten, 

deren Analyse nephelometrisch ausgefiihrt wurde. Der Versuch be- 

statigt die Beobachtung, daB keinerlei Hemmung bei dieser Versuchs- 

anordnung wahrgenommen werden kann. Die Spaltzeit-betrug eine 

Stunde, der erreichte Umsatz ging bis zu etwa 60°, Spaltung. 

Es wurde nun ein Makroansatz so verdiinnt (1:25), daB er auf 
die fiir die nephelometrische Bestimmung geeignete Konzentration 
gebracht wurde. Die Fermentmenge wurde so gewahlt, daB in einer 
Stunde eine ahnliche Aufspaltung erfolgen sollte, wie bei dem voran- 
gehenden nephelometrischen Ansatz. Der Unterschied gegen diesen 
bestand also allein in dem etwas veranderten Elektrolyt-Glycerin- 
milieu. Dieser verdiinnte Makroansatz wurde 60 Minuten lang in der 
verdiinnten Form gespalten. Der Umsatz betrug bis zu etwa 40°, 
Gleichzeitig wurde eine analoge Spaltung mit dem Mikroansatz aus- 
gefiihrt. Der Versuch 5 zeigt, daB keinerlei Hemmung zu beobachten 
ist. Er erweist also, daB nicht die Anderung des Elektrolytmilieus 
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fiir die Hemmungserscheinung verantwortlich zu machen ist, sondern 
daB Ansitze von der Substrat-Ferment-Konzentration wie die genannten 
bei einer Spaltzeit von 60 Minuten keinerlei Hemmungserscheinungen 
zeigen. 


2. Wirkung der Spaltprodukte auf Makroansatze bei titri- 
metrischer Bestimmung. 

Nachdem im vorangehenden gezeigt worden ist, daB die Beob- 
achtungen von Rona-Kleinmann zu Recht bestanden, wurden die 
Angaben von Northrop und Weber und Gesenius dadurch gepriift, 
daB Makroansatze derart gespalten wurden, daf ihnen von vornherein 
100°, Spaltprodukte zugemischt wurden. Die Bestimmung erfolgte 
entsprechend dem Ansatz titrimetrisch. 

Die Versuche 6 und 12 (mit gereinigtem und ungereinigtem Ferment) 
zeigen iibereinstimmend mit Deutlichkeit, daB eine starke Hemmung 
durch Anwesenheit der Spaltprodukte bei dieser Untersuchungsform 
zu beobachten war (Abb. 2). Es konnte also die Richtigkeit der Northrop- 
schen baw. Weber und Geseniusschen Angaben bestatigt werden. 
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3. Wirkung der Spaltprodukte aut Makroansatze bei titri- 
metrischer und nephelometrischer Bestimmung. 

Es wurde daran gedacht, daB die gegensitzlichen Erscheinungen, 
die zwischen den Ergebnissen der Abschnitte 1 und 2 bestanden, dadurch 
erklart werden kénnten, daB verschiedene Bestimmungsformen an- 
gewandt wurden, und zwar wurde vermutet, daB die nephelometrische 
Bestimmung einen anderen Teil des EiweiBabbaues faBt, als die titri- 
metrische und da®B der eine Vorgang hemmbar, der andere aber nicht 
hemmbar sei. 

Es wurde daher versucht, aus demselben Spaltansatz Proben zu 
entnehmen und sie zum Teil nephelometrisch, zum Teil titrimetrisch 
zu untersuchen. Es wurde somit die auf 8. 30 dargestellte Kombination 
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der beiden Bestimmungsmethoden am gleichen Ansatz ausgefiihrt. 
Der Ansatz wurde als Makroansatz hergestellt, die Bestimmung erfolgte 
titrimetrisch und nach Verdiinnen der Entnahme nephelometrisch. 
Die Spaltungszeit betrug 60 Minuten. 

Der Versuch 20 (Abb. 3) zeigt, daB nicht nur die titrimetrische 
Bestimmungsform, sondern auch die nephelometrische eine starke 
Hemmung der Proteolyse durch die zugesetzten Spaltprodukte er- 
kennen lieB. Durch diese Versuche ergab sich mit Klarheit, daB nicht 
die Bestimmungsform, sondern die Ansatzjorm, d. h. das fiir die Ferment- 
spaltung gewahlte Milieu, fiir den Eintritt des Hemmungsvorganges 
verantwortlich gemacht werden miiBte. 
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Abb. 3 
Versuch 20. Makroansatz. A. Nephelometrie. B. Titration 
I Spaltproduktansatz. II Kontrollansatz 


4. Wirkung der Spaltprodukte auf verdiinnte Makroansitze 
bei nephelometrischer Bestimmung. 

Diese Anordnung ist zum Teil unter 1. besprochen worden. Der 
Makroansatz wurde gemaifs dem Mikroansatz — verdiinnt gespalten 
und nephelometrisch bestimmt. Versuch 23 (Abb. 4, A) zeigt ent- 
sprechend dem Versuch 5 keine Hemmung. Gleichzeitig wurde aber 
ein ebenso hergestellter, jedoch unverdiinnter Makroansatz (B) mit 
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der gleichen, geringen Fermentmenge versetzt und 15 Stunden lang 
gespalten. Die Bestimmung erfolgte durch Titration. Auffallenderweise 
zeigte sich keine Hemmung. Diese Erscheinung wurde durch die im 
naichsten Abschnitt beschriebenen Versuche weiter verfolgt. 


5. Wirkung der Spaltprodukte auf Makroansiatze bei nephelo- 
metrischer Bestimmung unter Variation der Fermentmenge. 


Bei der Betrachtung der verschiedenen Ansatzformen, auf die 
nach obiger Darstellung die Unterschiede der Ergebnisse zuriickgefiihrt 
werden muBten, war eine Tatsache auffallend. Bei den verdiinnten 
Ansatzen, sei es, da der urspriingliche Mikroansatz benutzt wurde, 
sei es, daB der verdiinnte Makroansatz zur Spaltung kam, war die 
Fermentmenge im Verhaltnis zur Substratmenge eine weit geringere. 
Wiirde man den Makroansatz einfach verdiinnt haben, ohne an der 
Fermentmenge etwas zu andern, so wire man zwar auf eine Eiweib- 
konzentration gekommen, die der der Mikroansitze entsprach, die 
Fermentmenge ware aber eine sehr viel gréBere, bis etwa das 15- bis 
20fache der Mikroansitze gewesen. Hierdurch ware die Spaltung 
so schnell vor sich gegangen, daB eine Verfolgung innerhalb einer Zeit 
von 60 Minuten gar nicht méglich gewesen ware. Es wurde daher 
aus diesem Grunde die Fermentmenge erniedrigt, bis sich etwa bei 
dem verdiinnten Makroansatz die gleichen Umsitze ergaben wie bei 
dem Mikroansatz. Hierzu war eben eine Verringerung der Ferment- 
menge um das 15- bis 20fache nétig (vgl. Tabelle III). 


Diese Erscheinung sagt nichts anderes als die bekannte Tatsache, 
daB zur Erzielung gleicher Umsatze verschiedener Substratkonzentra- 
tionen in der Zeiteinheit fiir die héher konzentrierte Substratlésung 
eine verhaltnismaBig gréBere Fermentmenge notwendig ist als fiir die 
niedrigere. 

Die Anderung der Fermentmenge im Verhaltnis zur Substrat- 
konzentration erschien nun als der einzig grundlegende Unterschied 
der Makroansatze gegeniiber dem Mikroansatz, und es wurde daher 
versucht, zu priifen, ob diese Anderung der Fermentkonzentration fiir 
die Erscheinung der Spaltproduktwirkung verantwortlich gemacht 
werden konnte. 


Es wurde daher ein Makroansatz derartig angesetzt, daB er in zwei 
Halften geteilt wurde. Die eine Halfte wurde mit der fiir den Makro- 
ansatz angegebenen Fermentmenge 60 Minuten lang wie iiblich gespalten. 
Die Spaltung erfolgte also im konzentrierten Ansatz und wurde nach 
Verdiinnung der Entnahme nephelometrisch untersucht. (Die Versuche 
werden wiedergegeben durch die Protokolle 26, 27, 28.) Die zweite 
Halfte wurde mit der etwa 20fach kleineren Fermentmenge versetzt 
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und ebenfalls gespalten, bis der Umsatz ungefahr dem des vorangehend 
genannten Systems entsprach. Hierzu wurde selbstverstandlich ent- 
sprechend der geringeren Fermentmenge eine gréBere Zeit benétigt, und 
es wurden Abnahmen nach 10 oder 15 und 20 Stunden gemacht, ver- 
diinnt und ebenfalls nephelometrisch analysiert. 


Die Versuche 26, 27, 28 zeigen nun zunichst, daB die iiblichen 
Makroansitze, wie dies zu erwarten war, eine starke Hemmung durch 
Spaltprodukte aufwiesen. Diejenigen Teile des Makroansatzes aber, 
die mit geringerer Fermentmenge in lingerer Spaltzeit behandelt 
wurden, zeigten keine Spur einer Hemmungserscheinung (Abb. 5). 
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Versuch 28. Makroansatz. Nephelometrie. 
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Mit dieser Beobachtung konnte als erwiesen angesehen werden, 
daB tatsachlich die Variation der Fermentmenge bei gegebener Substrat- 
und Spaltproduktmenge bestimmend fiir das Eintreten einer Hemmungs- 
erscheinung ist. Die Ansatzform, mit der andere Autoren und wir 
selbst stets eine Hemmungserscheinung beobachtet hatten, lieS 
keinerlei Wirkung durch Spaltprodukte erkennen, wenn die Ferment- 
menge verkleinert, dafiir aber — um gleiche Ausschlige zu erhalten 

- die Umsatzzeit vergréBert wurde. 


6. Wirkung der Spaltprodukte auf Makroansitze bei titri- 
metrischer Bestimmung unter Variation der Fermentmengen. 


War die vorangehende Auffassung richtig, daB nicht die Art der 
Bestimmung, nicht das Ionenmilieu, sondern allein die Variation der 
Fermentmenge bei gegebener Substrat-Spaltprodukt-Konzentration 
entscheidend dafiir ist, ob eine Hemmungserscheinung zu beobachten 
ist oder nicht, so muBte sich diese Wirkung auch erzielen lassen, wenn 
im Makroansatz die Titrationsbestimmung beibehalten wurde und nur 
Fermentmenge und Umsatzzeit geaindert wurden. 
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Die Versuche 34 und 35 zeigen die Versuchsanordnung des vorigen 
Abschnittes mit der Anderung, daB die Bestimmungen nicht nephelo- 
metrisch, sondern titrimetrisch durchgefiihrt wurden. 

Der eine Teil des Makroansatzes (Versuch 34) wurde mit einer 
Fermentmenge gespalten, die in 90 Minuten einen Aziditaétszuwachs 
von 2,25 cem 0,2 n KOH bewirkte, die andere Halfte mit einer solchen, 
die nach 13 Stunden einen Zuwachs von etwa 2,25 cem, nach 19 Stunden 
von 3,0cem_ bewirkte. 

In ahnlicher Weise wurde Versuch 35 angestellt (Abb. 6). Jeder 
Versuch wurde dreifach ausgefiihrt und jeder Versuchspunkt ist der 
Durchschnitt von drei véllig getrennt voneinander durchgefiihrten 
Versuchen. 
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Abb. 6. 
Versuch 35. Makroansatz. Titration. 
Spaltproduktansitze. @ Kontrollansitze. 


Auch diese Versuche zeigen, dab bei Spaltungszeiten von 90 Minuten 
eine deutliche starke Hemmung durch die Spaltprodukte bedingt wird, 
bei den Versuchen mit kleineren Fermentmengen diese Hemmungs- 
wirkungen aber vollig verschwinden. 


7. Einwirkung der Spaltprodukte auf den Makroansatz bei 
nephelometrischer und _ titrimetrischer Bestimmung unter 
Variation der Fermentmengen. 

SchlieBlich wurden zur Bestaitigung der bisherigen Ergebnisse 
Spaltungsversuche derart vorgenommen, daB aus einem Ansatz bei 
kurzer Spaltungszeit titrimetrische und nephelometrische Bestimmungen, 
von einem zweiten Teile des Ansatzes bei langerer Spaltungszeit (kleinere 
Fermentmenge) ebenfalls titrimetrische und nephelometrische Be- 
stimmungen durchgefiihrt wurden. 
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Versuch 42, Abb. 7, zeigt bei dieser Kombination zweier Ansatz- 
formen mit zwei Bestimmungsformen, daB allein die Ansatzform aus- 
schlaggebend ist fiir das Auftreten von Hemmungserscheinungen. 
GréBere Fermentmenge, d.h. kurze Spaltung (100 Minuten) gibt nach 
beiden Bestimmungsformen Hemmung: kleinere Fermentmenge (lingere 
Spaltung) laBt die Hemmung nach beiden Bestimmungsformen ver- 
schwinden. 
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Abb. 7. 
Versuch 42. Makroansatz. A. Nephelometrie. B. Titration. 
Spaltproduktansitze. @ Kontrollansiitze. 


Die Hemmung bei nephelometrischer Bestimmung ist in diesem 
Beispiel nicht besonders deutlich. Da sie sicher vorhanden, ergibt 
sich aus dea vorhergehenden Versuchen. Die technische Schwierigkeit 
dieser Versuchskombination ist betrachtlich. 

Eine Ubersicht tiber alle angestellten Versuche bei tryptischer 
Spaltung ergibt die Protokollzusammenfassung S. 65. 


V. 
Im folgenden Abschnitt werden Versuche dargestellt, die analog 
den vorangehenden sich mit der Wirkung peptischer Spaltprodukte 
auf die Spaltung von Casein durch Pepsin beziehen. 
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Es wird zuniachst die Beobachtung von Rona und Kleinmann 
wiederholt, daB peptische Spaltprodukte in der Anordnung des Ver- 
suchsansatzes und der Bestimmungsform der nephelometrischen Analyse 
den Vorgang der Pepsinspaltung nicht hemmen. 

Hierauf werden die von Weber und Gesenius angestellten Versuche 
iiber die Spaltprodukthemmung im Makroansatz mit der Titrations- 
methode nachgepriift. SchlieBlich wird durch Kombination der ver- 
schiedenen Ansatz- und Bestimmungsformen zu ermitteln versucht, 
auf welche Bedingung das Eintreten der Hemmungswirkung durch 
die Spaltprodukte zuriickzufihren ist. 


l. Einwirkung der Spaltprodukte auf den Mikroansatz bei 
nephelometrischer Bestimmung. 

In den Versuchen der Protokolle 45 und 46 werden nephelometrische 
Bestimmungen mit Ansatzen durchgefiihrt, wie sie urspriinglich fiir 
die Nephelometrie ausgearbeitet worden waren. Versuch 46 ist mit 
Casein, Versuch 45 mit SerumeiweiB als Substrat angestellt worden. 
Den Versuchen sind von vornherein 100 °, an Spaltprodukten zugefihrt. 
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Versuch 45. Mikroansatz. Versuch 46. Mikroansatz. 
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Die Spaltzeit betrug 60 Minuten, der erreichte Umsatz 50 bis 60°. 
Die Versuche (Abb. 8 und 9) zeigen véllig eindeutig, daB die Spalt- 
produkte keinerlei Hemmungswirkung bei dieser Versuchsanordnung 
auf den Spaltvorgang ausiiben. Die Ubereinstimmung der Kurven- 
ziige derjenigen Ansitze, die Spaltprodukte enthalten, mit denjenigen, 
die keine enthalten, ist eine vollkommene. Somit kénnen durch diese 
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Beobachtungen die von Rona und Aleinmann angestellten Beob- 
achtungen nur bestatigt werden. 


2. Wirkung der Spaltprodukte im Makroansatz bei nephelo- 
metrischer Bestimmung. 

Es wurde nun entsprechend den Versuchen beim Trypsin ein 
Makroansatz bereitet, der sich vor allem von dem Ansatz fiir die Nephelo- 
metrie dadurch unterscheidet, daB er ein Vielfaches an Eiwei und 
Ferment enthalt (vgl. Tabelle I1). Die Spaltzeit betrug 180 Minuten, 
innerhalb welcher mehrere Abnahmen stattfanden. Die Abnahmen 
wurden verdiinnt und dienten dann zur nephelometrischen Bestimmung. 
Versuch 48, Abb. 10, zeigt, daB keinerlei Hemmung zu beobachten war. 
Dieses Ergebnis unterscheidet sich durchaus von dem beim Trypsin 
erhaltenen, da man dort im Makroansatz bei kurzer Spaltzeit stets 
eine Hemmung erhalten hatte. 
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3. Wirkung der Spaltprodukte im Makroansatz bei nephelo- 
metrischer und titrimetrischer Bestimmung. 

Nunmehr wurde dazu iibergegangen, bei gleicher Ansatzform 
beide Bestimmungsmethoden zu kombinieren. Die Versuche 50 und 56 
geben Beispiele von Versuchen, die davon ausgingen, Spaltung im 
Makroansatz durchzufiihren. Es wurden méglichst gleichzeitig mehrere 
Abnahmen gemacht. Ein Teil der Abnahmen wurde titrimetrisch 
bestimmt, der andere verdiinnt und dann zur nephelometrischen Analyse 
verwandt. 

Die Versuche zeigen mit Deutlichkeit das Ergebnis, daB mit der 
Titrationsmethode im Spaltansatz eine wesentliche Hemmung der 
Spaltprodukte zu beobachten war. Analoge Abnahmen aus dem gleichen 
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Ansatz dagegen, die nephelometrisch analysiert wurden, zeigten keinerlei 
Hemmung und eine praktisch fast véllige Deckung der Kurvenziige 
(vgl. Abb. 11). 
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Abb. 11. 
Versuch 50. Makroansatz., A. Titration. B. Nephelometrie. 
@ Spaltproduktansatz. @§ Kontrollansatz. 


Auch bei diesen Versuchen bestand ein deutlicher Gegensatz zu 
den tryptischen. Wiahrend bei diesen die Bestimmungsform vollig 
gleichgiiltig war und nur durch die Art des Ansatzes bedingt wurde, 
zeigten jene, daB bei gleicher Ansatzform verschiedene Bestimmungs- 
formen voéllig verschiedene Ergebnisse lieferten. Es miissen also durch 
die verschiedenen Bestimmungsformen verschiedene Vorginge am 
EiweiBmolekil erfaBt werden. 


4. Wirkung der Spaltprodukte auf den Makroansatz bei 
nephelometrischer und titrimetrischer Bestimmung unter 
Variation der Fermentmenge. 

Obgleich sich in den vorangehenden Versuchen herausgestellt 
hatte, daB bei der Pepsin-Spaltprodukthemmung nicht der Ansatz, 
sondern die Bestimmungsform fiir das Ergebnis maBgebend zu sein 
scheint, wurde doch den beim Trypsin gewonnenen Resultaten nach- 
gegangen. Hierzu wurde gepriift, ob eine Verringerung der Ferment- 
menge im Makroansa‘z bei entsprechend langerer Spaltungszeit einen 
EinfluB auf die Erscheinung des Hemmungsvorganges ausiiben kann. 
Der Versuch 59 zeigt eine Spaltung im Makroansatz mit einer derart 
verringerten Fermentmenge, daB ein Umsatz von 50 bis 60°, erst 
in 24 Stunden erreicht wurde. Die Bestimmung selbst erfolgte nach 
Verdiinnung der Abnahmen nephelometrisch. Der Versuch zeigt, dal 
keinerlei Hemmung zu beobachten war. 
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Versuch 62 (Abb. 12) gibt die gleiche Versuchsanordnung mit 
dem Unterschiede, daB im Laufe von 23 Stunden eine Reihe von Ab- 
nahmen derart verwandt wurden, daf sie unverdiinnt titriert wurden, 
wahrend analoge Abnahmen nach Verdiinnung der nephelometrischen 
Bestimmung dienten. 
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Abb. 12. 
Versuch 62. Makroansatz, A. Titration. B. Nephelometrie. 
@ Spaltproduktansatz. @® Kontrollansatz. 


Wiederum war das Ergebnis dem beim Trypsin gewonnenen 
entgegengesetat. Wahrend beim Trypsin Ansatze mit geringer Ferment- 
menge und langer Spaltungszeit stets jede Hemmungswirkung ver- 
missen lieBen, zeigten vorliegende Versuche, daB beim Pepsin allein 
die Bestimmungsform maBgebend ist. Die Abnahmen der mit geringer 
Fermentmenge langere Zeit spaltenden Ansiatze zeigen, wenn sie titriert 
werden, wesentliche Hemmungen, dagegen wenn sie nephelometrisch 
bestimmt werden, keinerlei Hemmungen. 


5. Wirkung der Spaltprodukte auf den Makroansatz bei 
nephelometrischer Bestimmung unter Variation der Ferment - 
menge. 

Wahrend in dem vorangehenden Abschnitt allein mit einer'Ferment- 
menge gearbeitet wurde, die einen geniigenden Umsatz bei 23 Stunden 
lieferte und verschiedene 'Bestimmungsformen angewandt wurden, 
wird im Versuch 63 zur Erginzung des Vorstehenden ein Versuch mit- 
geteilt, bei dem ein Makroansatz, zu einem Teil mit geniigend Ferment 
versehen, innerhalb 180 Minuten, der andere Teil mit weniger Ferment 
innerhalb 20 Stunden zum gleichen Umsatz von etwa 50 bis 60° 
aufgespalten wurden.  Beide Versuche wurden nephelometrisch 
analysiert. Sie bestatigen, daB die Variation der Fermentmenge keinen 
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EinfluB ausibt. Beide Ansatze zeigen trotz verschiedener Spaltungs- 
geschwindigkeiten bei der nephelometrischen Bestimmung keine 
Hemmung, was den bisher gewonnenen Ergebnissen gegensatzlich zu 
den beim Trypsin erhaltenen véllig entspricht. 


6. Wirkung der Spaltprodukte auf den Makroansatz bei 
nephelometrischer und titrimetrischer Bestimmung unter 
Variation der Fermentmenge. 

SchlieBlich wurden, wie auch beim Trypsin, Spaltungen mit viel 
und wenig Ferment mit verschiedenen Bestimmungsformen im gleichen 
Ansatz kombiniert (Versuch 66, Abb. 13). Ein Teil des Makroansatzes 
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Abb. 13. Versuch 66. Makroansatz. A. Nephelometrie. B. Titration. 
@ Spaltproduktansitze. @ Kontrollansitze. 
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wurde mit einer geniigenden Fermentmenge innerhalb 180 Minuten 
aufgespalten, ein anderer mit weniger Ferment innerhalb 21 Stunden 
bis zu annahernd dem gleichen Umsatz. Von beiden Ansaitzen wurden 
Entnahmen gemacht, die zum Teil titrimetrisch, zum Teil nach Ver- 
diinnen nephelometrisch analysiert wurden. Wieder zeigte sich die 
vollige Unabhangigkeit der Hemmungserscheinung von der Ansatzform 
und die Abhangigkeit von der Bestimmungsform. Diejenigen Ansitze, 
die titrimetrisch analysiert wurden, zeigten — gleichgiiltig, ob sie lang 
oder kurz spalteten —- Hemmungen; diejenigen, die nephelometrisch 
untersucht wurden, lieBen diese stets vermissen. 

tine Ubersicht iiber alle angestellten Versuche iiber peptische 
Hemmung gibt die Protokollzusammenfassung 8. 75. 


VI. 
Betrachten wir das Ergebnis der vorstehenden Versuche im Zu- 
sammenhang, so ergibt sich folgendes Bild. 


Die Beobachtung von Rona und Kleinmann, daB Ansitze, die, 
da mit einer Mikromethode analysiert, verhaltnismaBig wenig Eiweib 
und daher auch sehr wenig Ferment enthielten, bei nephelometrischer 
Bestimmung keine Spalthemmung zeigten, trotzdem ihnen beim Beginn 
der Spaltung 100°, Spaltprodukte zugesetzt wurden, lieB sich durch 
erneute Versuche bestitigen. 


Ebenso zu Recht wie diese Beobachtung bestand aber, wie die 
Nachpriifung ergab, die Feststellung von Northrop und Weber und 
Gesenius, daB Ansatze, die, da mit einer Makromethode untersucht, 
etwa die 50fache Substrat- und die 20fache Fermentmenge wie die 
vorangehenden enthielten, eine ganz deutliche Hemmung durch Spalt- 
produkte aufweisen. 


Die Bestimmungen in den Ansitzen mit hdherer Substrat- und 
Fermentkonzentration erfolgten durch Titration der durch die Spaltung 
frei gewordenen COO H-Gruppen. 


Kombinationen der verschiedenen Bestimmungsmethoden bei 
gleicher Ansatzart und Kombinationen verschiedener Ansatzarten bei 
gleicher Bestimmungsform lieBen erkennen, da fiir den Widerspruch 
der Beobachtungen nicht die Bestimmungsform, sondern die Art des 
Ansatzes maBgebend war. 


" Es war gleich, ob man eine tryptische Spaltung dadurch verfolgte, 
daB man das abgebaute EiweiB oder die entstandenen Spaltprodukte 
analysierte. Stets lieferten beide MeBarten das gleiche Ergebnis. Dieses 
Ergebnis ist, daB die durch Spaltprodukte bedingten Hemmungen nicht 
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zu beobachten sind, wenn bei gegebener Substrat- und Spaltprodukt- 
konzentration die Fermentmenge wesentlich verringert wird. Die 
Gr6éBe der Verringerung ist durch die Versuchstechnik beschrankt 
und war nicht weiter auszudehnen, als einer Umsatzzeit von etwa 
24 Stunden entsprach. Bei noch langeren Umsatzzeiten wire das Er- 
gebnis durch Inaktivierung des Ferments waihrend der langen Versuchs- 
zeit getriibt worden. Aber die Verminderung der Fermentmenge um 
den Betrag, der durch eine Erhéhung der Umsatzzeit von 60 Minuten 
auf 24 Stunden ausgeglichen werden konnte, um zu gleichen EiweiB- 
umsatzen zu kommen, geniigte, um zu zeigen, daB mit ihr die Wirkung 
der Spaltprodukte als Hemmungskérper der Proteolyse véllig ver- 
schwindet. 

Dieser Vorgang diirfte so gedeutet werden, daBb die Verbindung 
von Ferment mit den Spaltprodukten bei geniigend kleiner Ferment- 
konzentration als véllig dissoziiert betrachtet werden kann. Uber- 
schreitet bei Variation der Fermentmenge und Konstanthaltung der 
Substrat-Spaltproduktkonzentration die Fermentmenge einen gewissen 
Betrag, so tritt die Bindung des Ferments durch die Spaltprodukte 
als Hemmungswirkung des Spaltvorganges in Erscheinung. Unterhalb 
dieser Fermentkonzentration aber ist die freie Fermentmenge von der 
Gegenwart der Spaltprodukte unabhaingig und ihre Wirkung kann 
daher nicht in Erscheinung treten. 


DaB bei gegebener Fermentmenge eine Erhéhung der Spaltprodukt- 
konzentration den Hemmungsvorgang ebenso vermehrt wie die Ver- 
minderung der Substratkonzentration, ist schon von Northrop und 
Weber und Gesenius gezeigt worden. Die Erkenntnis, da8 durch Ver- 
minderung der Fermentmenge die Wirkung der Spaltprodukte aus- 
bleibt, wurde erst durch Kombination einer Makromethode mit einer 
Mikromethode méglich, da erst diese erlaubte, zu so geringen Ferment- 
konzentrationen herunterzugehen, wie es zur Erreichung der vélligen 
Dissoziation der Ferment- Hemmungsk6rperverbindung nétig ist. 


Grundlegend anders als beim System Casein — Trypsin bzw. Trypsin 
~~ Kinase liegt der Vorgang der Spaltprodukthemmung bei der peptischen 
EiweiBspaltung. Auch hier wurde zunachst den Beobachtungen nach- 
gegangen, daB in einem Ansatz, der wenig EiweiB und Ferment enthielt 
und zu dessen Analyse eine Mikromethode diente, keine Hemmung 
durch Spaltprodukte zu beobachten war, waihrend in Makrosystemen, 
die mit Makromethoden untersucht wurden, stets eine _Hemmung 
eintrat. 

Bei Kombination verschiedener Ansatzformen mit der gleichen 
Bestimmungsmethode oder verschiedener Bestimmungsmethoden mit 
der gleichen Ansatzart zeigte sich nun aber, daB die Hemmungs- 
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erscheinung nicht mit der Ansatzart, sondern mit der Bestimmungs- 
form zusammenhangt. Wie auch immer die Kombinationen getroffen 
wurden, stets erwies die Bestimmung, die titrimetrisch durch Messung 
der Spaltprodukte erfolgte, eine Hemmung, wahrend diejenige, die 
nephelometrisch, d.h. durch Messung des unverbrauchten Substrats 
erfolgte, stets jede Spur einer Hemmung vermissen lief. 


Da die Verschiedenheit der Erscheinungen mit verschiedenen 
Bestimmungsformen sich am gleichen Spaltansatz ergab, so durfte 
es keinem Zweifel unterliegen, dais beide Bestimmungsformen vollig 
verschiedene Vorgange messen. 


Der erste Abbau des EiweiBmolekiils, der dadurch verfolgt wird, 
daB das EiweiB keine Fallungs- bzw. Triibungsreaktion mit einem 
Alkaloid gibt, zeigt sich nicht hemmbar. Dieser Vorgang entspricht 
der hypothetisch angenommenen Desaggregation als der ersten Abbau- 
stufe der EiweiBkérper durch peptische Hydrolyse. Der Vorgang der 
Abspaltung von COOH-Gruppen, der gleichzeitig mit oder nach der 
Desaggregation erfolgt, ist deutlich hemmbar. Durch den Unterschied 
der Hemmbarkeit beider Vorginge 1aBt sich ihr Nebeneinanderbestehen 
beweisen. 


Es ist auch bezeichnend, daB sich gerade bei der peptischen Hydro- 
lyse die Zerlegung in zwei Vorgange dartun lieB, einen hemmbaren 
und einen nicht hemmbaren, waihrend beim Trypsin, das ja nicht 
native EiweiBkérper angreift, der Unterschied, der an den ersten Angriff 
des EiweiBmolekiils gebunden ist, vermiBt wird. Es muB aber darauf 
hingewiesen werden, daB Untersuchungen von Rona und Mislo- 
witzer (19) (20) (21), Mislowitzer (22) und Rona und Oelkers (23) auch 
bei der tryptischen Verdauung fiir eine der Spaltung vorhergehende 
Desaggregation des EiweiBmolekiils sprechen. 


Es ist nicht ausgeschlossen, daB auch bei der peptischen Hydrolyse 
die Hemmung auf die COOH-Gruppenabspaltung verhindert werden 
kénnte, wenn es méglich ware, mit der Fermentmenge so weit hinab- 
zugehen, daB die Ferment-Hemmungskérperverbindung vollig dissoziiert 
ist. Ob es méglich ist, diesen Ubergang von Hemmung zu Nichthemmung 
durch Variation der Fermentmenge zu fassen, hingt sowohl von der 
Dissoziationsfahigkeit dieser Verbindung als auch von der Wahl der 
Bestimmungsmethode ab. Wahrend es beim Trypsin technisch méglich 
war, zu geniigend kleinen Fermentmengen (zum Eintreten der Er- 
scheinung) hinabzugehen, war dies beim Pepsin noch nicht méglich. 


Es soll jedoch bei weiteren Arbeiten, speziell mit anderen Ferment- 
klassen, versucht werden, die beobachtete GesetzmaBigkeit auch an 
anderen K6rpergruppen zu bestatigen. 
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Vil. Experimenteller Teil. 


1. Darstellung der Caseinlésungen. 


a) 12% ige Caseinlésung. 30g Casein Kahlbaum (Hammarsten) wurden 
mit méglichst wenig Aqua dest. angeriihrt und zu kleinen Portionen der 
Aufschlammung in einer Reibschale insgesamt 50 ccm n NaOH zugesetzt 
und bis zur Homogenitét verrieben. Das Ganze wurde dann auf 250 ccm 
mit Aqua dest. aufgefiillt. 

b) 6%ige Caseinlésung. 30g Casein Kahlbaum (Hammarsten) wurden 
mit 18 ccm n NaOH und wenig Aqua dest. in der Reibschale bis zur Lésung 
des Caseins verrieben und mit Aqua dest. auf 500 ccm aufgefiillt. 

c) 0,25°%ige Caseinlésung. 5 g Casein Kahlbaum (Hammarsten) wurden 
mit 12cem n NaOH und etwas Aqua dest. verrieben und mit Aqua dest. 
auf 2000 ccm aufgefiillt. 


2. Beispiel fiir die Vorbehandlung (Reinigung) von Pankreas- 
driisenausziigen und fiir die Elution von Darmschleimhaut zur 
Gewinnung der Enterokinase. 


60 cem Glycerinauszug Nr. 2 aus Pankreaspulver (Herstellung IV) — 
entsprechend 4 g Trockenpulver — wurden mit 60 ccm Aqua dest. versetzt, 
der entstandene EiweiS8niederschlag wuide durch Zentrifugieren entfernt. 
Die Restlésung wurde mit 3ccm n Acetatpuffer (px = 4,35) und 12 ccm 
(= 120 mg) Al,O, geschiittelt und wieder zentrifugiert. 135 ccm Rest- 
lésung hiervon wurden nochmals mit 9ccm (= 90 mg) Al,O, geschiittelt 
und wieder zentrifugiert. Es resultierten 138 ccm gereinigter Ferment- 
lésung. Die Adsorption erfolgte mit dem nach Willstdtter hergestellten 
Al,O;, Sorte C y. 

1 g Darmschleimhautpulver wurde mit 50 ccm 0,05 n NH, 3 Stunden 
bei 30° digeriert und im Faust-Heimschen Apparat mit auf 37° vorgewarmter 
Luft bis zum Verschwinden der alkalischen Reaktion behandelt. Nach 
Auffiillen mit Aqua dest. ist die Kinaselésung gebrauchsfertig. Zur weiteren 
Reinigung wurde mit 2,5ccm n Essigsiure versetzt, vom Niederschlag 
abzentrifugiert und der Rest des EiweiBes mit 5ccm 1° iger Sublimat- 
lésung entfernt. Nach erneutem Zentrifugieren wurde durch Einleiten von 
Schwefelwasserstoff das iiberschiissige Hg gefallt und die Lésung im Faust- 
Heimschen Apparat bei 37° vom Schwetelwasserstoff befreit. Nach Auf- 
fiillen auf 50ccm ist die derart gereinigte Kinaselésung gebrauchsfertig. 

Derart behandelte Driisen- und Schleimhautausziige waren frei von 
Ereptase, wie die darauthin angestellten Versuche mehriach ergaben. 

Eine Priifung auf die Abwesenheit von Lipase und Amylase wurde 
nicht vorgenommen, da ihre Gegenwart — im Gegensatz zu der der Ereptase 
— eine Verwischung des Spaltbildes nicht hervorrufen konnte, zumal die 
fiir die Lipase- und Amylasewirkung notwendigen Substrate in dem Casein- 
Hammarsten weder vorhanden sein diirften, noch durch Proteasenhydrolyse 
aus ihm entstehen kénnen. 


3. Titrimetrische und nephelometrische Priifung der 
Kinasewirkung. 
Darmschleimhautauszug II, 1, durch Fallung mit Essigsiure und 


Sublimat gereinigt. Drei Makroansitze, je 25ccm Substrat und 25 ccm 
Puffer, durch 50 ccm Fermentlésung bei 37° hydrolysiert. Substrat : 12% ige 
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alkalische Caseinlésung; Puffer: '/, mol. Phosphat, pq = 7,00; Ferment- 
lésungen: Glycerinauszug 1:15 durch Adsorption gereinigt und mit 
folgenden Zusitzen 50 Minuten bei 30° inkubiert: 








a b « 
ecm cem ecm 
Fermentlisung ....... 60,0 60,0 60,0 
Kinaselésung, aktiv. ... . 18,0 6,0 ~ 
m inaktiv .... — 12,0 18,0 
SS ss ew ees 1,5 1,5 1,5 
Ce are 0,5 0,5 0,5 
Gesamtvolumen : 80 80 80 


Inaktive Kinaselésung durch Kochen und Filtrieren aus aktiver her- 
gestellt. 


Analysen: 10cem Ansatz titriert, Aziditatszuwachs in 0,2n KOH 
nach 65 Minuten: a) 2,58; b) 1,58; ¢) 1,04 cem; nach 126 Minuten: a) 3,13; 
b) 2,56; c) 1,94 cem. 

2,5cem Ansatz auf 50 ccm mit Aqua dest. verdiinnt und hiervon 
5cem nephelometrisch untersucht. Spaltung in Prozenten na. h 60 Minuten: 
a) —; b) 83,1; c) 58,9; nach 125 Minuten: a) —; b) 88,0; ¢) 77,5. Der 
Ansatz a) zeigte 3 Minuten nach Fermentzugabe eine scheinbare Spaltung 
von 52°, und wurde deshalb als Ausfall betrachtet. py-Messungen ergaben 
fiir alle drei Ansitze 7,63. 


4. Vergleich der Titration mit Thymolphthalein und Phenol- 
phthalein als Indikatoren. 


Je 10 ccm Spaltprodukte wurden erst in 50°, iger alkoholischer, dann 
nach Zusatz von 98° igem Alkohol titriert. 








Thymolphthalein Phenolphthalein 
em ecm uae eem ecm 
11,00 11,00 10,00 10,00 
0,53 _| __0,50 1,53 1,53 
11,53 | 411,50 11,53 11,53 
Unscharfer Umschlag Scharfer Umschlag 


5. Priifung der Alkoholdesaktivierung tryptischer Entnahmen 
des Makroansatzes zur Titration. 


Von einem Spaltansatz wurden als Nullwert titriert: 0,78 cem. Nach 
20 Minuten Spaltung wicder 10 ccm entnommen und sofort titriert : 1,68 cem. 
Zwei der durch Alkchol desaktivierten Abnahmen wurden bis zum nic hsten 
Tage aufbewahrt und dann titriert: im Mittel 2,44cecm. Die Spaltung ist 
also trotz des Alkohols fortgeschritten. 
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6. Priifung der Titration nach Willstatter bei Ansatzen mit 
verschiedenen Puffern. 
Zwei Ansiitze, jeder: 25 ccm Substrat, 
» Puffer, 
50... Fermentlésung, 
100 cem 


25 


Substrat : 12°, ige alkalische Caseinlésung, 
Puffer A: 1/,mol. Phosphat, po = 7,15, 
B: 1/,mol. Ammoniak-Ammoniumchlorid, pao = 7.23, 


Fermentlésung: Gereinigt wie in den sonstigen Versuchen. 


Analyse durch Titration von je 10ccm Ansatz. 





Laugenverbrauch Aziditits- 


Ansatz im Mittel zuwachs Spaltzeit 
esas ecm Min. 
A 1,92 - 0 
5,66 3,74 90 
B 7,91 = 0 
11,69 3,78 90 


Der Umschlag bei B scheint ein wenig schirfer zu sein, jedoch ergibt 
sich keine Notwendigkeit, mit Ammoniakpuffer zu arbeiten, zumal da die 
nephelometrische Methode mit Phosphatpuffer ausgearbeitet ist. 


7. Priifung der Proportionalitat von EiweiBtriibungen bei 
Verdiinnung des Makroansatzes (Titrationsansatz). 





Ansatz Nr. 1 2 | 3 4 
ecm ecm ecm cem 
a, sag at. oll we gt 20,0 16,0 12,0 8,0 
PAT Sera 2.5 2,5 2,5 2.5 
Fermentlésung, desakt. . . 12,5 12,5 12,5 12,5 
ee a re ee 5,0 9,0 13,0 17,0 
Gesamtvolumen: 40,0 40,0 40,0 40,0 
% EiweiB: 100.0 80,0 60,0 40,0 
Substrat : 3° ige alkalische Caseinlésung, durch Verdiinnen aus 
12% iger hergestellt, 
Puffer: 2/,mol. Phosphat, po = 7,18, 


Fermentlésung: Aus Glycerinauszug, gereinigt wie in den sonstigen Ver- 
suchen und durch Kochen desaktiviert. 


Von jedem Ansatz je 5 ccm mit je 2,5 ecm A. Spaltprodukten, B. Kon- 
trollésung, C. Aqua dest. versetzt und mit Aqua dest. auf 100 ccm auf- 
gefiillt. Hiervon je viermal 5ccm entnommen, 6 Minuten im sied°nden 
Wasserbad desaktiviert, abgekiihlt und je zwei der Proben sofort, die 
beiden iibrigen am niichsten Tage im Nephelometer analysiert. 
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Eiweibgehalt in ° 9 


theoretisch 


100 
80 
60 
40 

100 
80 
60 
40 

100 
80 
60 
40 


it Analyse am Nephelometer. 
Ansatz 
Nr. gefunden 
Al 100,0 
A2 78,2 
A3 58,9 
A4 41,0 
Bl 102,6 
B2 80,7 
Bi 61,0 
B4 41,7 
C1 100.0 
C2 78,5 
C3 60,1 
C4 41.6 


Differenz 


0 
0 


—) 
Oo 


DD et et ee 


=) 
190-10 


1, 
1 


0 

1,5 
0.1 
1,6 
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Die am folgenden Tage analysierten Proben wurden mit Hilfe des 
festen Triibungsstandards im Nephelometer beobachtet. 


Analyse am Nephelometer (Untersuchung am zweiten Tage). 








i 
Ansatz Eiweifigehalt in °/9 Difterenz 
Nr. gefunden theoretiseh 9/9 
A2 77,4 80 2.6 
A3 57,0 60 3,0 
A4 37,8 40 2,2 
B2 80,6 80 0.6 
B3 57,0 60 3,0 
B4 39.6 40 0,4 
C2 78,4 80 1,6 
C3 58,2 60 1,8 
C4 38,4 40 1,6 
8. Priifung der Proportionalitét von EiweiBtriibungen im 
Mikroansatz bei verschiedenen EiweiBmengen. 
Ansatz Nr. 1 2 3 4 5 6 
eem ecm cem ecm ecm ecm 
Substrat 60/54] 48 42) 36 30 
Salzsaure. . 5,0 5,0 5,0 5.0 5,0 5,0 
Aqua dest. 12,0 | 126 | 1382 | 18,8 | 144 | 15.0 
Gesamtvolumen: | 23,0 | 23.0 23,0 | 23.0 | 23.0 | 23,0 
Entnahme (wird verworfen) 5,0 5,0 5,0 5,0 5.0 5.0 
Restvolumen: 18,0 18,0 18,0 | 180 | 18,0) 18.0 
Aqua dest. statt Ferment 2.0 2.0 2,0 20 2,0 2.0 
Endvolumen: 20.0 | 20,0 | 20.0 | 20.0 | 20,0 | 20,0 








os A OTE OE 
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Substrat: 0,25°,ige alkalische Caseinlésung, 
Salzsiure: 0,05 n. 
Von jedem Ansatz je 5cem im Nephelometer analysiert. 


Analyse am Nephelometer. 





Ansatz Ll ead ‘Eiwelligehalt in “0 sist = Differenz 
Nr. gefunden theoretisch %l9 
1 98,6 100 1,4 
2 89,2 90 0,8 
3 79,2 80 0,8 
4 70,3 70 0,3 
5 58,2 60 1,8 
6 50,3 50 0,3 


9. Priifung 
der Proportionalitat von EiweiBtriibungen bei Verdiinnungen 
des Makroansatzes. 





Ansatz Nr. 1 2 3 4 5 6 7 
ecm ecm ecm ecm ecm ecm ecm 
| | 
Salzsiure ........ | 50 /| 5,0 | 5,0 | 50 | 50 50 5,0 
Substtrat......... / 50] 45/ 40/ 835 | 30 | 25 | 20 
ae 0,0 0,5 10] 15 | 20 25 | 30° 
Gesamtvolumen: 10,0 10,0 | 10,0 | 10,0 10,0 10,0 | 10,0 


Salzsaure: 0,05 n, 
Substrat: 6°,ige alkalische Caseinlésung. 


Analyse am Nephelometer. 








Ansatz | Eiweifgehalt in °/o Differenz 

Nr. \ gefunden theoretisch 9 

1 100 100 | 0 

2 99,2 90 | 0,2 
8 79,7 80 0,3 
+ 69,5 7 0,5 
5 60,1 60 0,1 
6 50,4 50 0,4 
7 39,3 40 0,7 


10. EinfluB wechselnder Mengen 
von Spaltprodukten auf die EiweiBtriibung bei Verdiinnung 
des Makroansatzes. 
Gleiche Teile Substrat und Salzsiure gemischt. 
Substrat: 6°,ige alkalische Caseinlésung, 


Salzséure: 0,15 n. 
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Ansatz Nr. Al A2 A3 Ad A5 
ecm ecm ecm ecm ecm 
Mischung. . . 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 
Spaltprodukte. . . 6,0 4.5 3,0 1,5 0,0 
BERG GM so 6 ans 0,0 1,5 3,0 4.5 6,0 
Gesamtvolumen: 12,0 12,0 i2,0 12,0 12,0 
Ansatz Nr. Bl B2 B3 B4 B5 
ecm ecm ecm ecm ecm 
Mischung . 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 
Kontrolle . 6,0 4.5 3,0 1.5 0,0 
Aqua dest. . 0,0 1,5 3,0 4.5 6,0 
Gesamtvolumen: 12,0 | 120 12,0 12,0 12,0 


Von jedem Ansatz 4ccm mit Aqua dest. auf 100 ccm verdiinnt und 
im Nephelometer untersucht. 


Analyse am Nephelometer. 


! 





Ansatz 
Nr. 


Al 
A2 
A3 
A4 
A5 


Bl 
B2 
B3 
B4 
B5 


gghalt 


0 
0 


99,0 
98,1 
98,5 
100,0 
99,0 


99,5 
101,0 
101.0 
102,5 

99,0 


Gefundener Eiweif- 


Differenz gegen 
theoretischen 


ie 
1,0 
1,9 
1,5 
0,0 
1,0 


0,5 
1,0 
1,0 
2.5 


1,0 


ll. Einflu8 von Spaltprodukten 
auf die Proportionalitat der EiweiBtriibungen bei Verdiinnung 


des Makroansatzes. 


Wert 





Ansatz Nr. 
Substrat 
Salzsaure . 
‘Aqua dest. . 
Gesamtvolumen: 


1 
ecm 


3,0 
3,0 
0.0 


6,0 


2 
ecm 
2,7 
3,0 
03 
6,0 


Substrat: 6° ige alkalische Caseinlésung, 


Salzsiure: 0,15 n. 


ecm 
2.4 
3,0 
0.6 
6,0 


ecm 


3.0 
0.9 
6.0 





Se stn cia Ba EL RO AE oe 
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Von jedem Ansatz je 2 ccm mit 2ccm A. Spaltprodukten, B. Kontroll- 
Josung versetzt, mit Aqua dest. auf 100 ccm aufgefiillt und hiervon 5 cem 
im Nephelometer analysiert. 


Analyse am Nephelometer. 





Eiweifbgehalt in °/» 


Ansatz ~ Venere. See AE Differenz 
Nr. gefunden | theoretisch %o 
Al 100 100 0 
A2 88,9 90 | 
A3 79,2 80 0,8 
A4 68,7 70 1,3 
A5d 60,1 60 0,1 
Bl 100 100 0 
B2 88,5 90 1,5 
B3 77,8 80 2,2 
B4 69,2 70 0,8 
B5 58,2 . 60 1,8 


12. Tryptische Spaltprodukte fiir den nephelometrischen 


Mikroansatz hergestellt. 


Spaltprodukte Nr. 1. 





Ansitze. 
Spaltprodukte | Kontrolle 
24 cem Substrat 24 ccm 0,07n NaOH 
5 , Puffer 5 , Puffer 
16 , Aqua dest. 16, Aqua dest. 
5 , Fermentlésung 5 , Fermentlésung 
50 eem 50 cem 

Substrat : 0,25°%ige alkalische Caseinlésung. 

Puffer: 1/,mol. Phosphat, pu 8,18. 

Fermentlésung : 4cem Glycerinauszug 1:15 aus Pankreaspulver 
durch Adsorption gereinigt, neutralisiert, mit Aqua 
dest. verdiinnt und mit gereinigtem Auszug 4 aus 
Darmschleimhautpulver I 30 Minuten bei 30° in- 

, kubiert. 

Spaltzeit : 18 Stunden. 

Priifung der Spaltung: Mit Chinidin keine Triibung. 

Desaktivierung : Gemessene Volumina 30 Minuten in siedendem 


pu-Messung : 


Wasserbad, nach Abkiihlen verdampftes Wasser 
ersetzt und filtriert. 


Spaltprodukte 7,94; Kontrolle 7,97. 
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. 13. Tryptische Spaltprodukte mit ungereinigtem Ferment- 
" extrakt hergestellt. 
Spaltprodukte Nr. 4. 
Ansiatze. 
Spaltprodukte Kontrolle 

125 ccm Substrat 125cem 0,01n NaOH 

125 , Puffer 125 Puffer 

250 , Fermentlésung 250 , Fermentlésung 

500 eem 500 cem 

Substrat : 12° ige alkalische Caseinlésung. 

Puffer: 1/,mol. Phosphat, pu = 7,12. 

Fermentlésung : 130 cem Glycerinauszug 1:15 aus Pankreas- 
pulver mit 70cem Glycerin und 320cem Aqua 
dest. verdiinnt. 

Spaltzeit : 20 Stunden. 


Desaktivierung : 


Nephelometrische Priifung : 


10 Minuten gekocht, nach Abkiihlen  ver- 


dampftes Wasser ersetzt und filtriert. 


Analysen. 


Keine Triibung mit Chinidin. 





Titration: 10 ccm Ansatz ergaben in 0,2 n KOH gemessen : 
Spaltprodukte | Kontrolle 
Vor der Hydrolyse im Mittel . 1,3icem = 1,27 cem 
Nach der Hydrolyse im Mittel . 5,35 , 1,90 , 
Aziditatszuwachs: 4,04cem 0,63 ecm 


14. Tryptische Spaltprodukte mit 


gereinigtem Fermentextrakt 


hergestellt. 


Spaltprodukte 


Nr. 16. 


Ansatze. 





Spaltprodukte 


40 cem Substrat 


40 , Puffer 
80 , Fermentlésung 
160 cem 





Kontrolle 


40 cem 0,065 n NaOH 
40 , Puffer 
80 , Fermentlésung 


160 ecm 





48 P. Rona, 


Substrat : 
Puffer: 


Fermentlésung : 


Spaltzeit : 
Desaktivierung : 


Nephelometrische Priifung : 


Titration: 





H. Kleinmann u. E. Dressler: 


12°, ige alkalische Caseinlésung. 

1/,mol. Phosphat pq = 7,34. 

50cem Glycerinauszug 1:15 aus Pankreas- 
pulver durch Adsorption gereinigt, neutralisiert 
und mit Aqua dest. verdiinnt. 

20 Stunden. 

Gemessene Volumina 90 Minuten im Dampfbad 
bei etwa 96°, nach Abkiihlen verdampftes 
Wasser ersetzt und filtriert. 


Analysen. 
Minimale Triibung mit Chinidin. 
10 ccm Ansatz ergaben in 0,2 n KOH gemessen: 





— 
| Spaltprodukte | Kontrolle 
| 


Vor der Hydrolyse im Mittel . . 0,89 cem 0,52 eem 


Nach , 


” 


5,03, 0,79 , 


” ” 


Aziditatszuwachs: 4,14 ccm 0,27 cem 


pu-Messungen. 





Zu Beginn der Hydrolyse . 
Am SchluB : 
Nach dem py-Angleichen . 


Spaltprodukte Kontrolle 


9,25 8,75 
” 7,52 8,13 
8,18 8,11 


Zur Erzielung von py-Gleichheit wurden 115 ccm Spaltprodukte mit 
2,4cem n NaOH und 115 ccm Kontrolle mit 2,4 cem Aqua dest. versetzt. 


15. Tryptische Spaltprodukte mit gereinigtem und aktiviertem 
Fermentextrakt hergestellt. 


Spaltprodukte Nr. 9. 





Ansiitze. 
Spaltprodukte Kontrolle 

100 cem Substrat | 10° cem 0,01 n NaOH 

109 Puffer 100 , Puffer 

200 , Fermentlésung 209 . Fermentlésung 

400 cem 400 cem 
Substrat : 12°, ige alkalische Caseinlésung. 
Puffer: 1/,mol. Phosphat, pa = 7,20. 
Fermentlésung : 180cem Glycerinauszug |: 15 aus Pankreaspulver 


durch Adsorption gereinigt, neutralisiert und 
mit 36ccem gereinigtem Auszug 4 aus Darm- 
schleimhautpulver I 30 Minuten bei 30° in- 
kubiert. 
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Spaltzeit : 


Desaktivierung : 


Nephelometrische Priifung : 


Titration: 


40 Stunden. 


10 Minuten gekocht, nach Abkihlen — ver- 
dampttes Wasser ersetzt und filtriert. 


Analysen. 


Minimale Triibung mit Chinidin. 


10 ccm Ansatz ergaben in 0,2 n KOH gemessen 





Vor der Hydrolyse im Mittel 


Nach , 


Ubersicht 


Aziditatszuwachs 


” 


Spaltprodukte Kontrolle 


1,77 cem 1,78 ecm 
5,95 . 2.09 , 


4,18 ecm 0,31 eem 


Tabelle VII. 


iiber alle hergestellten tryptischen Hemmungskoérper. 





Ansatz- 
Nr. menge 


ecm 

1 50 
3 50 
4 500 
5 200 
18 250 
20 680 
21 680 
19 800 
16 68 
15 160 
7 200 
8 300 
9 300 
10 400 
11 400 
12 300 
13 160 
14, 1500 
17 | 2000 
22 250 


Spalt- 


zeit 


Std. 


Azidititszuwachs 


| in ecm 


| 
| 


|| Spalt- 
|| produkte 


Kontrolle 


H-Angleichung zwischen 
Spaltprodukten und 
Kontrolle 


Desaktivierung 


A. Im Mikroansatz (Ferment gereinigt und aktiviert). 


3 
3 


20 
24 


Im Makroansatz 


24 
17 
18 
40 
40 
40 
40 
22 
20 
18 


— — fi) 30 Min. | - 
— | Wasserbad | — 
B. Im Makroansatz (Ferment ungereinigt). 
4,04 0,63 | 10 Min. Kochen - 
3,45 | 085 (10 , - - 
C. Im Makroansatz (Ferment gereinigt). 
4,64 041 30 Min. Sp: 5,07 ccm NaOH 
Wasserbad K: 5,07 , Aqua 
5,12 0,99  30Min. Kochen Sp: 145 ., NaOH 
K: 145 , Aqua 
4,43 0,40 _ " Sp: 18 . NaOH 
c: 18 » Aqua 
4,08 0,20 60 , . Sp: 115 , NaOH 
K: 115 , Aqua 
3,98 0,09 | 60 , m Sp: 1,1 , NaOH 
Z 
4,14 0,27 90 Min. Sp: 24 . NaOH 
Dampfbad K: 24 . Aqua 


2.76 
3,60 
5,05 
4,91 
4,18 
2,99 
3,71 
4,16 
4,67 
4,82 


0,55 
0,86 
1,65 
0.80 
031 
0,11 
0,55 
0,48 
0,62 
0.56 


Biochemische Zeitschrift Band 228. 


(Ferment gereinigt und aktiviert). 


10 Min. Kochen _ 
4 _ _ 
~ . — 
10 
10 
10 
10 
20 
— 


t 3 3 3 3 


3 3333 3 + + 
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16. Peptische Spaltprodukte fiir den nephelsmetrischen Mikro- 
ansatz hergestellt. 


Spaltprodukte Nr. 24. 





Ansatze. 
Spaltprodukte Kontrolle 

48 ccm Substrat 48 ccm 0,003 n NaOH 

20 , 0,05n Salzsaure 29 , 0,05n Salzsaure 

22 , Aqua dest. 22 . Aqua dest. 

10 ,, Fermentlosung 10, Fermentlssung 

100 ccm 100 cem 
Substrat : 0,25°,ige alkalische Caseinlésung. 
Fermentlésung : 0,1 g Pepsin in 25cem Aqua dest. 
Spaltzeit : 2 Stunden. 


Priifung der Spaltung: Mit Chinidin keine Triibung. 


Desaktivierung : 30 Minuten in siedendem Wasserbad, nach Ab- 
kiihlen verdampites Wasser ersetzt und filtriert. 


pu-Messung: Spaltprodukte 2,00; Kontrolle 2,05. 


17. Peptische Spaltprodukte fiir den Makroansatz hergestellt, 
durch Erhitzen desaktiviert. 


Spaltprodukte Nr. 31. 





Ansitze. 
Spaltprodukte Kontrolle 
360 com 0,12 n Salzsaure 360 cem 0,12 n Salzsaure 
549 , Substrat 540 , 0,008n NaOH 
180 , Fermentlésung 189 , Fermentlosung 
1080 cem 1080 ecm 
Substrat : 6° ,ige alkalische Caseinlésung. 
Fermentlésung : 15,4g Pepsin in 370cem 0,12 n Salzsdéure 
gelést. 
Spaltzeit : 23 Stunden. Nach der Titration standen die 
Lésungen 24 Stunden bei Zimmertemperatur. 
Desaktivierung : Gemessene Volumina 9 Minuten gekocht, nach 
Abkiihlen verdampites Wasser ersetzt und 
filtriert. 
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Analysen. 
Nephelometrische Priifung: Minimale Triibung mit Chinidin. 


Titration: 10 ccm Ansatz ergaben in n/10 KOH gemessen: 





Spaltprodukte Kontrolle 


Vor der Hydrolyse im Mittel . . 8,90 cem | 5,79 cem 


Nach ,, ‘ - . i.» oe +. - eee 
Aziditatszuwachs: 2,26ceem | 0,382 ecm 
pu-Messungen: Zur Angleichung des py beider Lésungen wurden vor 


dem Au fiillen zugegeben: zu den Spaltprodukten 1,5 cem 
konz. HCl, zu der Kontrolle 3,0 cem konz. NaOH. 





Spaltprodukte Kontrolle 
Vor der Hydrolyse. ..... 2,02 1,24 
Nach ,, ‘7 a ee 2,91 1,30 
» dem Angleichen ... . 2,16 2,25 


18. Peptische Spaltprodukte 
fiir den Makroansatz hergestellt, durch Neutralisation 
desaktiviert. 


Spaltprodukte Nr. 28. 





Ansatze. 
Spaltprodukte Kontrolle 

170 cem 0,11 n Salzsaure Wurde ohne Ferment mit Saure- und Alkali- 
255 , Substrat menge angesetzt, die den fiir die Spaltprodukte 
85 , Fermentlésung verwendeten aliquot waren. Sie enthielt: 9,0 cem 
- n NaOH, 15,2 eem n HCl, 4,1 com konz. NaOH, 
510 cem - * - 

3,5cem konz. HCl, ferner zur Einstellung des 


Pu noch 1,0cem n HCl. in 500 cem. 


Substrat : 6°, ige alkalische Caseinlésung. 
Fermentlésung: 5,4g Pepsin in 90ccem 0,11 n Salzsiure. 
Spaltzeit : 88 Stunden. 

Desaktivierung : Mit 4,0cem konz. NaOH durch Tiipfeln gegen 


Lackmus alkalisch gemacht, 24 Stunden im 
Thermostaten bei 37° gehalten, mit 4,5 ecm 
konz. HCl aut pH = 2,16 gebracht, abermals 
20 Stunden im Thermostaten gehalten, Nieder- 
schlag durch Zentrifugieren entfernt. 


4* 











§2 P. Rona, H. Kleinmann u. E. Dressler: 


Analysen. 


Nephelometrische Priitung: Mit GChinidin keine Triibung. 


Titration: 10 cem Spaltprodukte ergaben in n/ 10 KOH 
vor der Hydrolyse im Mittel . . 9,88 ccm 
nach der Hydrolyse im Mittel . . 13,17 
Aziditatszuwachs . . ... . . . 3.29¢eem 


Die Kontrollésung wurde nicht titriert. 
pu-Messungen: Die fertigen Losungen zeigten folgenden py: Spalt- 
produkte 2,04; Kontrolle 1,97. 
Tabelle VIII. 


Ubersicht iiber alle hergestellten peptischen Hemmungskérper. 





Azidititszuwachs 


Ansatz- Spalt- in cem ’ Pu-Angleichung zwischen 
Nr. menge zeit “ __..._—S—~dDessaktivierung ai ny und 
Spalt- - ‘ontrolle 
cem | Std. produkte Kontrolle 


A. Im Mikroansatz. 


24 75 1 — oo 10 Min. Kochen — 

25 75 1 - -- 0; ss — 

26 100 2 we —' ae ae 

27 100 16 — -- a . # _ 

B. Im Makroansatz (Hitzedesaktivierung). 

29 180 42 2,20 0,0 30 Min. Kochen durch Versuchsansatz 
30 1080 44 2.85 0,28 | 30 , = K: 13ecem NaOH 
31-1080 23 «| =«2,26 0,82 R-% " Sp: 1,5 cem HCl 


K: 3,0 NaOH 


34.720 40 | 358 00 20, , Sp: 185, HCl 
K: 215, NaOH 
32 || 5000 45 3,58 ~ 2Std.Dampfbad Sp:15,0 HCl 
C. Im Makroansatz (Anderung des py). 
33-2100 43 2,61 0,21 Neutral. gegen Sp: mit HCl 
Methylorange, K: , NaOH 
20 Min. Kochen 
28 510 88 3,29 — Neutral. gegen 


Lackmus, 24 Std. 
bei 37°, ange- _ 
siuert, 20Std. * 
bei 37°, nicht 
gekocht 


Das Substrat der Spaltprodukte Nr. 24 und 25 war Serumalbumin, 
das der Nr. 26 und 27 Casein. Kontrollésung Nr. 32 wurde mit desakti- 
viertem Ferment, Kontrollésung Nr. 28 ohne Ferment, aber ionengleich 
angesetzt. 
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Versuch 3. 


Spaltung im Mikroansatz. Untersuchung nephelometrisch. 





Ansdtze : 
Versuchsansatz Kontrollansatz 
12 ccm Substrat 12 ecem Substrat 
5 , Puffer 5 , Puffer 
6 , Aqua dest. 6 , Aqua dest. 
23. Spaltprodukte 3 23. Kontrolle 3 
46 ccm 46 cem 


Jedem Ansatz 10 cem fiir die Standardtriibung entnommen und zu 
dem Rest 4ccm Fermentlésung. 


Substrat : 0,25°,ige alkalische Caseinlésung. 
Putfer: 1/, mol. Phosphat, pu = 8,18. 


Fermentlésung: 22,5 cem Glycerinauszug 1: 15 durch Adsorption gereinigt, 
neutralisiert und 52ccm hiervon mit Aqua dest. auf 
67,5c%em gebracht. 2cem dieser Lésung mit 0,2 cem 
gereinigtem Darmschleimhautauszug und Aqua dest. zu 
120 ccm aufgefiillt, 30 Minuten bei 30° inkubiert. 


Analyse: Nephelometer. 








Spaltzeit Pale Spaltung in % - Differenz 
Min. Versuchsansatz Kontrollansatz 0/9 
20 47,1 48,3 1,2 
40 54,5 58,5 4,0 
60 58,3 62,7 4.4 


pu-Messung nach beendeter Spaltung: 
Versuchsansatz: 8,08; Kontrollansatz: &,06 


Ergebnis: Keine Hemmung. 


Versuch 35. 


Vergleich der Spaltungen im Makroansatz und im Mikroansatz. Unter- 
suchungen nephelometrisch. 


Ansdtze: I. Makroansatz. 





Versuch Kontrolle 
2.5 eem Substrat 2.5 cem Substrat 
1,25 , Puffer 1.25 . Puffer 
10,0 , Spaltprodukte13 10,0 , Kontrolle 13 
: 6.25 , Fermentlésung 1 6.25 ., Fermentlésung 1 
20,0 com 20,0 cem 


Sofort nach Fermentzugabe wurden 4¢cm Ansatz auf 100 ccm mit 
Aqua dest. verdiinnt und gespalten. 








re 





54 P. Rona, H. Kleinmann u. E. Dressler: 


II. Mikroansatz. 








Versuch Kontrolle 
12 cem Substrat 12. ccm Substrat 
5 , Puffer 5 , Puffer 
23 ,, Spaltprodukte 13 23, Kontrolle 13 
6 , Aqua dest. 6 , Aqua dest. 
46 ccm 46 cem 


Je 10cem fiir die Standardtriibung entnommen, zum Rest 4ccm 
Fermentlésung und gespalten. 


Substrat zu I: 12%, ige alkalische Caseinlésung. 
II: 0,25°,ige alkalische Caseinlésung, durch Verdiinnen aus 
der vorigen hergestellt. 
Puffer zu_ I: 2/, mol. Phosphat, pa = 7,18. 
Il: 1/;mol. Phosphat, pa = 8,18. 





Spaltprodukte und Kontrolle zu II: 4cem auf 50 ccm mit Aqua dest. 
verdiinnt. 

Fermentlésung: 4cem Glycerinauszug 1:15 durch Adsorption gereinigt, 
neutralisiert und mit gereinigtem Auszug aus Darmschleim- 
hautpulver 30 Minuten bei 30° inkubiert. Fir I. 3ccm 
mit Aqua dest. auf 28ccm verdiinnt; fiir II. 1 cem mit 
Aqua dest. auf 24 ccm verdiinnt. 


Analysen: Nephelometer. 





Spaltzeit | Spaltung in °/o | ‘Differenz 





Min. i Versuchsansitze | Kontrollansitze | %p 


I. Makroansiatze. 


20 9,6 11,1 1,5 

40 20,6 25,1 4,5 

60 36,1 | 36,5 0,4 
II. Mikroansatze. 

20 42.0 44,0 2,0 

40 55,6 57,1 1,5 

60 59,5 61,0 1,5 


pu-Messungen. 





Am Anfang | Am SchluB 





der Hydrolyse 


7,66 


T 
Versuchsansatz I S tee 7,82 
Z le ae aa 
Kontrollansatz I ee 7,79 7,60 
a | 7:93 a 


Ergebnis: Bei beiden Ansitzen keine Hemmung. 











m 
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Versuch 6. 


Spaltung im Makroansatz mit ungereinigtem Ferment. Untersuchung durch 
Titration. 
Ansdtze : 





Versuchsansatz Kontrollansatz 


109 ccm Spaltprodukte 4 100 cem Kontrolle 4 


25 , Substrat 25 , Substrat 

125 , Puffer 125 , Puffer 

62,5 ., Fermentlésung 62,5 ., Fermentlésung 
200 eem 200 cem 


Leeransatz mit desaktiviertem Ferment: 
30 cem Substrat, 
15 ,, Puffer, 
75 ,, Fermentlésung, desaktiviert, 


120 ecm 
Substrat : 12°,ige alkalische Caseinlésung. 
Puffer: 2/,mol. Phosphat, pao = 7,06. 


Fermentlésungen: 30 cem Glycerinauszug 1:15 mit 42cem Aqua dest. 
verdiinnt und mit 6,5cem gereinigtem Darmschleim- 
hautauszug 30 Minuten bei 30° inkubiert. Zur Spaltung 
mit 56cem Glycerin und 102 cem Aqua dest. verdiinnt. 
Fir den Leeransatz 20 Minuten gekocht und filtriert. 


Analyse: Durch Titration von je 20 ccm Ansatz (Leeransatz: 10 ccm). 








Spaltzeit Spaltang in ecm Differenz 
Min. Versuchsansatz | Kontrollansatz ecm 
30 0,23 1,86 1,63 
60 1,16 3,02 1,86 
90 1,89 3,36 1,47 


‘ | . . . . 
Der Leeransatz zeigte in 90 Minuten keine Spaltung. 


pu-Messungen. 





Am Anfang Am Schlu6 


der Hydrolyse 





Versuchsansatz ..... 7,76 
Kontrollansatz ..... 7,72 7,54 


Ergebnis: Starke Hemmung. 
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Versuch 12. 


Spaltung im Makroansatz mit gereinigtem Ferment. Untersuchung durch 
Titration. 





Ansdtze: 
Versuchsansatz Kontrollansatz 

100 ccm Spaltprodukte 8 100 ecm Kontrolle 8 
25 . Substrat 25 . Substrat 
12,5 , Puffer 12.5 . Puffer 
62,5 , Fermentlésung 62,5 ., Fermentlésung 
200 cem 200 cem 

Substrat : 12°, ige alkalische Caseinlésung. 

Puffer: 2/,mol. Phosphat, pu = 7,12. 


Fermentlésung: 80cem Glycerinauszug 1:15 durch Adsorption gereinigt 
und mit Darmschleimhautauszug 30 Minuten bei 30° 
inkubiert. 

Leeransatz mit desaktiviertem Ferment: 
25 cem Substrat, 
12,5 ,, Puffer, 
62,5 ,, Fermentlésung, desaktiviert, 


100 ccm 


Analyse: Durch Titration von je 20 ccm Ansatz (Leeransatz: 10 ccm). 











Spaltzeit Azidititszuwachs in ecm Differenz 
Min. Versuchsansatz Kontroliansats 7 eem 
30 0,46 1,30 0,84 
60 1,32 1,89 0,67 
90 1,62 2,52 6,90 


Der Leeransatz zeigte in 90 Minuten keine Spaltung. 


pu-Messungen. 





Am Anfang Am Schlub 





der Hydrolyse 


Versuchsansatz 7,81 7,60 
i Kontrollansatz . 7,75 7,62 
j 
i Ergebnis: Starke Hemmung. 














Versuch 20. 


ch Spaltung im Makroansatz. 
der nephelometrischen. 
Ansdtze : 
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Vergleich der titrimetrischen Bestimmung mit 





Versuchsansatz 


100 cem Spaltprodukte 11 100 


200 cem 200 cem 


Substrat : 12°, ige alkalische Caseinlésung. 
Puffer: 2/, mol. Phosphat, pu = 7,16. 


Fermentlésung: 70 cem Glycerinauszug 1: 


Kontrollansatz 


cem Kontrolle 11 


25 , Substrat 25 ~~, Substrat 
12.5 , Puffer 12,5 Puffer 
62,5 . Fermentlésung 62,5 , Fermentliésung 


15 durch Adsorption gereinigt, 
neutralisiert und 120 cem mit 11,1 cem gereinigtem Darm- 


gt schleimhautauszug 30 Minuten bei 30° inkubiert. 


° 





(Verdiinnung 3ccm Ansatz auf 50 ccm). 


Titration. 


Analysen: Durch Titration von je 20 ccm Ansatz und nephelometrisch 





Azidititszuwachs in cem 














Spaltzeit be tacihiis eects Differenz 
Min. Versuchsansatz Kontrollansatz cem 
1). =~ = 
30 0,47 0,71 0,24 
60 1,15 1,58 0,43 
90 1,73 2,23 0,50 
Nephelometer. 
Spaltzeit a _Spaltung in® 0 Differenz 
Min. Versuchsansatz Kontrollansatz 0/9 
30 25,3 46,5 21,2 
60 35,6 r 61,6 26,0 
90 42.5 63,1 20,6 
pu-Messungen : 
Am Anfang Am Schiuf 
der Hydrolyse 
Versuchsansatz. ..... 7,40 7,28 
Kontrollansatz ...... 7,34 7,22 





Ergebnis: Starke Hemmung mit beiden Methoden zu beobachten. 
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Versuch 23. 


Makroansatz, verdiinnt gespalten, Bestimmung nephelometrisch. Vergleich 
gegen denselben Makroansatz, gespalten mit derselben Fermentmenge, 
Bestimmung durch Titration. 





Ansdize : 
Versuchsansitze Kontrollansatze 
I. Zur Titration. 
12.5 ecm Substrat 12,5 cem Substrat 
6,25 , Puffer 6,25 , Putter 
50,0 ,, Spaltprodukte 13 50,0 , Kontrolle 13 
_ 31,25 , Fermentlésung 31,25 , Fermentlésung 
100 cem 100 cem 
II. Zur nephelometrischen Untersuchung. 
0,5 cem Substrat 0,5 cem Substrat 
0,25 , Puffer 0,25 , Puffer 
2,0 , Spaltprodukte 13 2,0 , Kontrolle 13 
1,25 , Fermentlésung 1,25 , Fermentlésung 
4,0 cem 4,0 ecm 


II sofort nach Fermentzugabe mit Aqua dest. zu 100 ccm verdiinnt. 


Substrat : 12% ige alkalische Caseinlésung. 


Dare Puffer: 2/,mol. Phosphat, po = 7,16. 


Fermentlésung: 4cem Glycerinauszug 1:15 durch Adsorption gereinigt, 
neutralisiert ; 9ccm hiervon mit 0,8 cem Darmschleimhaut- 
auszug (gereinigt) 30 Minuten bei 30° inkubiert und mit 
Aqua dest. auf 84 ccm verdiinnt. 


Analysen: Ansatz I: durch Titration von je 20cem Ansatz. 

















”» II: nephelometrisch. 
i : Titration. 
: ; Spaltzeit Aziditatszuwachs in cem Differenz 
t Std. Versuchsansatz | Kontrollansatz eem 
Me = = ————_ __—_ = — = — —— = 
i 15 1,37 1,41 0 
:. : 
i Nephelometer. 
: Spaltzeit Spaltung in °/o Differenz 
: Min. Versuchsansatz | Kontrollansatz Fp 
| ——— 
ih 20 38,0 384 | 0,4 
Bi 40 53,0 53,8 || 0,8 
' . 60 62,0 62.5 0,5 
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pu-Messungen : 





th Am Anfang Am Schlu6 
e, "der Hydrolyse 
Versuchsansatz I . 7,89 7,67 
. > 7,69 7,60 
Kontrollansatz I... . . | 7,76 7,64 
‘i a er 7,67 | 7,58 


Ergebnis: Bei beiden Ansitzen keine Hemmung. 


Versuch 26. 
Vergleich der mit groBer und geringer Fermentmenge gespaltenen Makro- 
ansitze. Bestimmung nephelometrisch. 
Ansdtze: Wie folgt wurden je sechs Versuchs- und Kontrollansitze 
bereitet, von denen je drei mit groBer und mit geringer Fermentmenge 
gespalten wurden. 





Versuchsansitze Kontrollans&tze 


20 ecm Spaltprodukte 14 20 ecm Kontrolle 14 


be 5 . Substrat 5 , Substrat 
2.5 , Puffer 25 . Puffer 
12,5 , Fermentlisung 12.5 , Fermentlésung 
40 ccm 40 com 

b, Substrat : 12°, ige alkalische Caseinlésung. 

4 Puffer: 2/,mol Phosphat, po = 7,00. 


Fermentlésungen: 35 cem Glycerinauszug 1: 16 durch Adsorption gereinigt, 
neutralisiert und hiervon fiir Ansitze A (gr Be Ferment- 
menge): 29cem mit 2,5ccm Darmschleimhautauszug 
und Aqua dest. zu 80ccem aufgefiillt; fiir Ansitze B 
(geringe Fermentmenge): 2,4 ccm mit 0,2 cem desselben 
Darmschleimhautauszuges und Aqua dest. zu 90 ccm 
aufgefiillt; beide 30 Minuten bei 30° inkubiert. 


Analysen: Nephelometrisch (Verdiinnung 5ccm Ansatz auf 50 ccm). 








Versuch Spaltzeit Spaltung in °/o Differenz 
Nr. Min. Versuchsansitze Kontrollansitze %p 


A. Grobe Fermentmenge. 


I 30 44,2 65,1 20,9 
60 55,8 79,1 23,3 

II 30 45,6 66,9 21,3 
60 59,1 79,2 20,1 

Il 30 44.6 62,8 18,2 
60 57,0 78,8 21,8 
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Versuch Spaltzeit 
Nr. | Std. 
B. 
I 15 
20 
II 15 
20 
15 
mi 20 


Spaltung in °/9 


Versuchsansitze 


Kontrollansaétze 


Geringe lermentmenge. 


74,8 
85,9 


75,1 
86,1 


74,9 
85,6 


74.6 
85,4 
75,2 
86,0 
76,3 
86,7 





pu-Messungen nach beendeter Hydrolyse: 


Differenz 


0 
10 


0 
0 





Versuchsansiitze I. 


II 


Wl. 


Kontrollansatze I. 


il. 


Ergebnis: 


Wiederholung des Versuchs 26. 


Ansdtze: Genau wie im Versuch 26, jedoch wurden nur je zwei Versuche 


nebeneinander angestellt. 


Analysen: Nephelometrisch (Verdiinnung 5ccm Ansatz auf 50 ccm). 


GroBe Fermentmenge 


ann 
ZOn 


sins 


Ass 
oo=) 
“IRS 


Versuch 27. 


— 
Za 


“I-11 
Sore 


Got Mate 


~IsJ] =~] 
tie 


bedingt Hemmung, geringe nicht. 





Versuch Spaltzeit 
Nr. 
A. 
I 30 Min. 
oO ,; 
II 30, 
60 , 
B. 
I | 14 Std. 
| 20", , 
i Il a 


9n1 
201), » 





Spaltung in °/, 








Versuchsansitze 


Grobe Fermentmencge. 
41.0 
64,9 
41,3 
64,1 


Geringe Fermentmenge. 
58,4 
79,1 
59,7 
79,3 


62,3 
80,5 


62,7 


79,5 


Kontrollansitze 


Differenz 


0; 
10 


21,3 
15,6 
21,4 
15,4 


oo oo 
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pu-Messungen nach beendeter Hydrolyse: 





Versuchsansitze ...... 1:7,79 II : 7,83 1: 7,90 II: 7,93 
Kontrollansatze ...... I: 7.70 II : 7,94 1: 7,88 II: 7,89 


Ergebnis: GroBe Fermentmenge bedingt Hemmung. geringe nicht. 


Versuch 28. 
Wiederholung des Versuchs 26. 


Ansdtze: Genau wie im Versuch 26, jedoch wurden Spaltprodukte 
Nr. 17 benutzt. ' 


Analysen: Nephelometrisch (Verdiinnung 5cem Ansatz auf 50 ccm). 





Spaltung in °/o 





Versuch Spaltzeit ae etal pot «eva he Je Differenz 
Nr. Versuchsansitze Kontrollansitze Gig 
A. Grobe Fermentmenge. 

I 45 Min. 32,2 67,7 35,5 
” 53,0 86,0 33,0 
II 45 , 33,3 68,5 35,2 
54,2 85,9 31,7 
esi 45 , 34,2 69,4 35,2 
90 . 53,8 85,1 31,3 
B. Geringe Fermentmenge. 
I 10 Std. 61,2 60,8 0 
ae ws 86.8 83.9 0 
II yw . 62,5 62,7 0 
20 , 84,3 85,3 0 
Il wy 60.4 62.6 . 0) 
20 , 83,7 84,3 0 


m-Messungen nach beendeter Hydrolyse: 
£ } a 











4A B 
Versuchsansiatze I 7,61 7,46 
II 7,60 7.45 
= III 7,59 7,48 
Kontrollansitze I 7,62 7,49 
i II 7,60 7,50 
“ Ill 7,60 7,48 


Ergebnis: Wie in den Versuchen 26 und 27: 


starke Hemmung, bei geringer keine. 


bei groBer Ferment menge 
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Versuch 34. 
Vergleich der mit groBer und geringer Fermentmenge gespaltenen Makro- 
ansiitze. Bestimmung durch Titration. 
Ansdtze: Es wurden je drei Versuchs- und Kontrollansitze bereitet, 
von denen je zwei mit groBer und einer mit geringer Fermentmenge ge- 





spalten wurden. 





Versuchsansitze Kontrollansatze 


80 cem Spaltprodukte 17 80 cem Kontrolle 17 
20 , Substrat 20 ,  Substrat 
10 Puffer 10 , Puffer 
50 Fermentlésung 50 , Fermentlésung 
160 cem 160 cem 

Substrat : 12°, ige alkalische Caseinlésung. 

Puffer: 2/,mol. Phosphat, pu = 7,16. 


Fermentlésungen: 120 ccm 


Glycerinauszug 1:15 durch Adsorption ge- 
reinigt, neutralisiert und hiervon fiir Ansitze I (groBe 
Fermentmenge) 235 ccm mit 22 ccm gereinigtem Darm- 
schleimhautauszug und Aqua dest. zu 315cem auf- 
getillt; tiir Ansitze Il (geringe Fermentmenge) 15 ccm 
mit 1,5cem desselben Darmschleimhautauszuges und 
Aqua dest. auf 315ccm aufgefiillt; beide 30 Minuten 
bei 30° inkubiert. 








Analysen: Durch Titration von je 20ccm Ansatz. 
Vesench Spelteeit Azidititszuwachs in ccm Didiness 
Nr. Versuchsansitze Kontrollansitze cem 
I. Grobe Fermentmenge. 
a 45 Min. 0,88 1,67 0,79 
90 1,63 2,49 0,86 
b 45 0,90 1,76 0,86 
90 1,69 2,57 0,88 
\ II. Geringe Fermentmenge. 
a 13 Std. 2,30 | 2,35 0 
b 19 , 2,99 | 3,038 0 


pu-Messungen nach beendeter Hydrolyse: 





I. Il. 
Versuchsansitze a . 7,75 an 
bb 7,72 
” 7,76 
a | Kontrollansatze a . . 7,73 7,67 
‘a o 7,69 
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Ergebnis: Wie in den nephelometrisch analysierten Versuchen 26, 
27, 28: grobe Fermentmenge bedingt Hemmung, geringe nicht. 


Versuch 35. 
Wiederholung des Versuchs 34. 


Ansdtze: Genau wie im Versuch 34, jedoch wurden je sechs Versuchs- 
und Kontrollansatze bereitet, von denen je drei mit groBer und mit geringer 
Fermentmenge gespalten wurden. 


Analysen: Durch Titration von je 20cem Ansatz. 





Azidititszuwachs in ccm 





Versuch Spaltzeit = Differenz 
Nr. Versuchsansitze Kontrollansitze ecm 
I. -Grobe Fermentmenge. 
a 45 Min. 0,97 1,53 0,56 
90 , 1,79 2,58 0,79 

b 45 , 1,10 1,61 0,51 
0 . 1,92 2,58 0,66 

¢ 45 , 1,08 1,63 0,55 
90 , 1,96 2,69 0,73 

II. Geringe lermentmenge. 

a 16 Std. 1,50 1,52 0 
23 =C« 2,19 2,23 0 

b wo . 1,51 1,53 0 
93 | 2.19 2,01 0 

c Ss 1,49 1,58 0 
93 ° 224 2.02 0 


pu-Messungen nach beendeter Hydrolyse: 





I II 
Versuchsansaétze a... . 7.81 7,71 
2 b. 7,80 7.69 
" oe 7,83 7,72 
Kontrollansatze a . 7,75 7,63 
b. 7,74 7,62 
3 i 7,76 7,67 


Ergebnis: Wie im Versuch 34: starke Hemmung bei groBer Ferment- 
menge, bei geringer keine Hemmung. 
Versuch 42. 


Spaltung im Makroansatz, Vergleich der Spaltungen mit groBer und ge- 
rmger Fermentmenge. Bestimmung durch Titration und Nephelometrie. 


Ansdtze: Es wurde je ein Versuchs- und Kontro!lansatz bereitet, der 
mit groBer und mit geringer Fermentmenge gespalten wurde. AuBerdem 
wurde ein Ansatz mit Spaltprodukten mit desaktiviertem Ferment hydro- 
lysiert. 
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Versuchsansitze Kontrollansitze 


100 cem Spaltprodukte 21 100 ccm Kontrolle 21 
25 . Substrat 25 , Substrat 

12.5 ., Puffer 12.5 , Puffer 

62,5 , Fermentlosung 62,5 , Fermentlosung 
200 eem 200 eem 


Leeransatz mit desaktiviertem Ferment : 


40 cem Spaltprodukte 21, 
10. ,, =Substrat, 

5 ., Puffer, | 
25 ,, Fermentlésung, desaktiviert, 


80 cem | 


Substrat : 12°, ige alkalische Caseinlésung. 
Puffer: 2/, mol. Phosphat, pr 7,16. 


Fermentlésungen: 100 cem Glycerinauszug 1:15 durch Adsorption § ge- 
reinigt, neutralisiert und 180 ccm hiervon mit 250 ccm 
Aqua dest. verdiinnt. Von dieser Verdiinnung wurden 
fiir den Leeransatz 350ccem durch 20 Minuten langes 
Kochen desaktiviert, aufgefiillt und filtriert; fiir An- 
a sitze I (groBe Fermentmenge) 62,5 ccm’ mit 87,5 ccm 
desaktivierter Lésung verdiinnt; fiir Ansitze II (ge- 
ringe Fermentmenge) 3,5cem mit 139,5cem_ des- 
aktivierter Lésung verdiinnt. 








Analysen: Durch Titration von je 20 cem Ansatz (Leeransatz: 10 cem) 
und nephelometrisch (Verdiinnung 2,5 ccm Ansatz auf 50 ccm). 











Titration. 
; 
; Azidititszuwachs in cer -. . 
Spaltzeit Mes Se ee ae ach oe Differenz 
' Versuchsansatze | Kontrollansitze cem 
a I. Grobe Fermentmenge. 
j 50 Min. 0,46 1,28 0,82 
: 75 , 0,71 1,48 | 0,77 
+ 100 , 1,00 1,86 | 0,86 
rf 
4 Il. Geringe Fermentmenge. 
i}, 5 Std. 0,24 0,35 0,11 
10 , 0,80 0,87 0,07 
22 0,90 0,98 0,08 


ee mea 


Der Leeransatz zeigte in 21 Stunden keine Spaltung. 
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Nephelometer. 





Spaltung in °/9 Differenz 

Spaltzeit 72 gina isan wing i aoe 5 
Versuchsansitze Kontrollansitze No 

I. Grobe Fermentmenge. 
27 Min. 21,5 32,9 11,4 
52 , 41,7 53,4 11,7 
7 53,8 68,5 14,7 
102 , 63,4 71,0 7,6 
Il. Geringe Fermentmenge. 

5 Std. 28,3 29,0 0,7 
wo 5 39,3 449 5,6 
mm % 63,4 70,4 7,0 


pu-Messungen nach beendeter Hydrolyse: 





Versuchs- Kontroll- 

ansatze ansatze 
rriettryS Se 8,13 7,89 
_ ESA eae 8,25 7.89 
a 8,59 


Ergebnis: Sowohl nephelometrisch als auch titrimetrisch ist bei groBer 
Fermentmenge starke Hemmung. bei geringer keme Hemmung zu kon- 
statieren. 


Kurze Ubersicht tiber die Ergebnisse der tryptischen Versuche. 





Versuch Spalt- 


Gruppe produkt Ansatz Spaltzeit Analyse Ergebnis 
Nr. Nr. 
I. Kurze Spaltzeit. 
A 1 1 Mikro kurz Neph. (+) 
3 3 _ s » 
5 13 M-—M 9 _ 
Mikro 9 . 
B 6 4 Makro é Titr. - 
7 4 ‘ ‘ z a 
9 4 * - (—) 
10 7 ss é be 
12 8 a 4 + 
13 8 ‘ . = 
14 9 3 " 4 
16 9 - n ” 
18 9 “ a i (—) 
Cc 19 10 - ™ Neph. 
Titr. 
20 11 e " Neph. 
Titr. 
22 11 ea . Neph. 
Titr. - 
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Sas Spalt- 
Gruppe | vane produkt Ansatz Spaltzeit Analyse 
i Nr. Nr. | 
II. Spaltzeit kurz und lang gleichzeitig. 
A 23 13 M—M kurz Neph. 
Makro lang Titr. 
24 12 M—M kurz Neph. 
Makro lang Titr. 
25 12 M—M kurz Neph. 
Makro lang Titr. 
B | 26 14 ‘i kurz Neph. 
‘ lang _ 
27 14 ‘ kurz 
. lang ” 
28 16 . kurz ‘~ 
is lang om 
29 15 . kurz - 
- lang 
32 16 kurz 
a lang ‘ 
C 34 17 es kurz Titr. 
" lang a 
35 17 ‘ kurz . 
a lang % 
36 17 4 kurz = 
se lang 
37 18 * kurz . 
= lang 
38 19 ‘ kurz . 
. lang * 
lang : 
D 39 20 ™ kurz Titr. 
Neph. 
‘ lang Titr. 
Neph. 
40 20 - kurz Titr. 
Neph. 
ii = lang Titr. 
Hi Neph. 
41 21 ‘i kurz Titr. 
Neph. 
‘ lang Titr. 
Neph. 
42 21 = kurz Titr. 
Neph. 
= lang Titr. 
Neph. 


Es bedeuten in dieser Tabelle: 


+ = Hemmung, 
— = keine Hemmung, 


| 





( ) = fallen heraus. 





M—M = Makroansatz, verdiinnt gespalten, 


Ergebnis 


I+1+14+14+1+ 


| i++ 


+ 
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Versuch 45. 
Spaltung im Mikroansatz mit Serum als Substrat. Untersuchung 
nephelometrisch. 
Ansdtze: 





Versuchsansatz Kontrollansatz 
19.5 cem Substrat 19,5 cem Substrat 
34,5 , Spaltprodukte 25 34,5 . Kontrolle 25 
27 , 05n HCl 2,7 , 05n HCl 
12,3. physiol. NaCl 12,3, physiol. NaCl 
69 cem 69 cem 


15 cem entnommen, zum Rest 6ccm Fermentlésung. 
Substrat : Serumverdiinnung. 


Fermentlésung: 1 g Pepsin in 25 ccm physiologischer NaCl, hiervon 1 cem 
mit physiologischer NaCl auf 40,5 cem verdiinnt. 


Analyse: Nephelometer. 





Spaltzeit __Spaltung in %/o Differenz 
Min. Versuchsansatz Kontrollansatz OF 
z 
20 32,4 32,0 0 
40 48.0 48.5 0 
60 55,2 56,4 0 


pu-Messungen : 





Am Anfang Am Schluf 


der Hydrolyse 


Versuchsansatz ...... 1,82 1,83 


Kontrollansatz ...... 1,85 1,85 


Ergebnis: Keine Hemmung. 


Versuch 46. 
Spaltung im Mikroansatz mit Casein als Substrat. Untersuchung 
nephelometrisch. 
Ansdtze : 





Versuchsansatz Kontrollansatz 
12 cem Substrat 12 cem Substrat 
23, Spaltprodukte 26 23, Kontrolle 26 
P 10 . 0.005n HCl 10 . 0,05n HCl 
1 ., Aqua dest, 1 ., Aqua dest. 
46 ecm 46 ecm 


10 ccm entnommen, zu dem Rest 4ccm Fermentlésung. Je drei An- 
sitze als Parallelversuche. 
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Substrat : 0,25° ige alkalische Caseinlésung. 


Fermentlésung: 0,01 g Pepsin in 95 cem Aqua dest. 


Ein Ansatz wie der obige Kontrollansatz, jedoch ohne Ferment, wurde 


gleichzeitig gespalten und untersucht (Leeransatz). 


Analysen: Nephelometer. 





Versuch 


Nr. | 


— ——— porate 


a 


b 


Spaltzeit 


Min. 


20 
40 
60 
20 
40 
60 
20 
40 
60 


i 


Spaltung in °/, 


Kontrollansatz Versuchsansatz. | 
51,9 53,7 
56,7 58,5 
60,6 62.3 
53,2 53,1 
58,3 59,0 
62,2 61,5 
52,5 53,2 
57.5 58,8 
61,1 61,6 


Der Leeransatz zeigt keine Spaltung. 


pu-Messungen nach beendeter Hydrolyse: 


Differenz 


0 
lo 


— i 
Susie Aaa bo 


Soa? = 
ows 





of 


Versuchsansitze Kontrollansitze 
1,86 1,85 
1,91 1,83 
1,91 1,83 


Leeransatz nicht gemessen. 


Ergebnis: Keine Hemmung. 


Untersuchung nephelometrisch. 








Kontrollansatz 
(nur 1 Ansatz) 


19 cem 0,07 n HCl 

12 , Substrat 

24 , Kontrolle 28 
2 , Fermentlisung 


46 cem 


1h 
Bi Versuch 48. 
Spaltung im Makroansatz. 
Ansdtze : 
f Versuchsansitze 
i (2 Ansititze als Parallelen) 
Wh = 
it 10 eem 0,07 n HCl 
j 12 , Substrat 
; 24 . Spaltprodukte 28 
‘f 2 , Fermentlésung 
if. ge ne as 
i 46 com 
V3 Substrat : 6% ige alkalische Caseinlésung. 





Fermentlésung: 0,1 g Pepsin in 15cem 0,07n HCl. 








le 





oan” 


ede 
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Analysen: 
dest. auf 100 ccm). 
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Nephelometrisch (Verdiinnung: 4ccm Ansatz mit Aqua 





Spaltung in ‘ 


Ditferenz 


Spaltzeit 
Min. Versuchsansitze Kontrollansatz %o 
30 33,7 31,7 33,5 0,8 
90 52,6 49,7 52,1 09 
180 60,9 55,6 63,1 3.4 


pu-Messungen : 





Am Anfang 


Am Schlub 


der Hydrolyse 


Versuchsansatze ... 2,16 2,42 

2,25 2.48 

Kontrollansatz 2,20 2.58 
Ergebnis: Keine Hemmung. 


Versuch 50. 
Spaltung im Makroansatz. Vergleich der titrimetrischen Bestimmung mit 
der nephelometrischen. 


Ansdtze : 





Versuchsansatz Kontrollansatz 
26 cem 0,2 n HC] 


26 cem 0,2n HC] 
39 . Substrat 


39 . Substrat 
78, Spaltprodukte 30 78 . Kontrolle 30 
: 13. . Fermentlésung 


13 , Fermentlésung 


156 cem 156 cem 


Substrat : 6°, ige alkalische Caseinlésung. 
Fermentlésung: 0,3 g Pepsin in 30cem n/10 HCl. 

Analysen: Durch Titration von je 20 cem Ansatz und nephelometrisch 
(Verdiinnung: 4ccm Ansatz auf 100 ccm). 








Aziditatszuwachs in ecm 


Ditferenz 








Spaltzeit Nai eH chine 
Min. Versuchsansatz  Kontrollansatz cem 
60 1,20 1,67 0,47 
120 1,38 2,24 0,86 
Spaltzeit roe Spaltung in °/o Differenz 
Min. Versuchsansatz Kontrollansatz 0/, 
60 49.6 47,9 0 
120 55,4 55.1 0 
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pu-Messungen nach beendeter Hydrolyse: 
Versuchsansatz: 2,15 
Kontrollansatz: 1,81 


Ergebnis: Hemmung bei Untersuchung durch Titration, nephelo- 
metrisch keine Hemmung nachweisbar. 


Versuch 56. 
Spaltung im Makroansatz. Vergleich der titrimetrischen Bestimmung mit 
der nephelometrischen. 
Ansdtze: Es wurden zwei Ansitze gespalten: 1. ein Ansatz durch 
Titration und Nephelometer gleichzeitig analysiert, 2. ein Ansatz nur 
nephelometrisch untersucht, aber mit der halben Fermentmenge gespalten. 





Versuchsansitze 


1. 35 eem 0,06 n HCl 
42 . Substrat 
84, Spaltprodukte 28 
7 +, ‘Fermentlésung 
168 ecm 


2. 17,5 cem 0,06 n HCl 
21 » Substrat 
42  . Spaltprodukte 28 
5 , Fermentlésung 


Kontrollansaétze 


35 cem 0,06n HCl 
42 , Substrat 
84 . Kontrolle 28 
7 , Fermentlésung 
168 com 
17,5 cem 0,06 n HCl 
21 » Substrat 
42 » Kontrolle 28 
3.5 . Fermentlésung 











pend 84 ecem 84 com 
Substrat : 6° ige alkalische Caseinlésung. 
Fermentlésungen: 1. 0,28 ¢ Pepsin in 21 cem 0,07n HCl, 2. 5cem der 
vorstehenden mit 5cem durch Kochen desaktivierter 
verdiinnt. 
Analysen: Durch Titration von je 20 ccm Ansatz. 
Spaltzeit Azidititszuwachs in ccm Differenz 
el SG AOE =a 
le Min. Versuchsansatz Kontrollansatz eem 
4 
} 90 0,47 0,76 0,30 
180 0,87 1,10 0,23 
Nephelometer (Verdiinnung: 5ccm Ansatz auf 100 cem). 
a4 Spaltzeit Spaltung in °/o Differenz 
c Min. , Versuchsansatz Kontrollansatz 0% 
1. 20 30,7 28,5 0 
fi 45 41,2 39,7 0 
‘ 90 52.3 48.0 0 
if 2. 30 31,9 33,6 1,5 
3 50 40,4 43,3 2.9 
4 90 51,1 49,2 0 
i 180 58,0 59.6 1,6 
‘ 
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pu-Messungen nach beendeter Hydrolyse: 
Versuchsansiitze: 1. 2,60, 2. 2,50 
Kontrollansatze: 2,95, 2,75 
Ergebnis: Durch Titration Hemmung feststellbar, nephelometrisch 
g es I 
nicht. 
Versuch 59. 


Makroansatz mit wenig Ferment gespalten. Untersuchung nephelometrisch. 





Ansdtze : 
{ 
Versuchsansatz Kontrollansatz 

22 cem 0,08 n HCl 22 cem 0,08 n HCl 
4 , Aqua dest. 4 , Aqua dest. 
20 , Substrat 20 . Substrat 
48 , Spaltprodukte 32 48 ., Kontrolle 32 
2 , Fermentlésung 2 , Fermentlésung 
96 cem 96 cem 

Substrat : 6°,ige alkalische Caseinlésung. 


Fermentlésung: 0,1 g Pepsin in 32,5ccem 0,08 n HCl. 


Analysen: Nephelometrisch (Verdiinnung: 4ccem Ansatz mit Aqua 
dest. auf 100 ccm). 





Spaltzeit Spaltung in °/o Differenz 
Std. | Verwuchsaneats Kontrollansatz OJ, 
2 31,7 | 303 0 
7 46,1 44.8 0 
10 48.4 47,4 0 
19 53,4 53,4 
24 57,0 57,i 0 


Zwei Leeransiitze mit Spaltprodukten und Kontrollésung zeigten in 
24 Stunden keine EiweiBabnahme. Die Messungen geschahen gegen festen 
Standard. 


pu-Messungen : 





Am Anfang Am SchluBb 


der Hydrolyse 


Versuchsansatz ..... 2,19 2,18 
Kontrollansatz ..... 2,09 2.09 


Ergebnis: Keine Hemmung. 





8 vem + 
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Versuch 62. 
Makroansatz mit wenig Ferment gespalten. 


metrische Bestimmung. 
Ansdtze : 





Versuchsansatz Kontrollansatz 


55cem 0,08 n HCl 55ecem 0,08 n HCl 


10 , Aqua dest. 10 , Aqua dest. 

50 , Substrat 50 , Substrat 

120 , Spaltprodukte 32 120 Kontrolle 32 
5 , Fermentlésung 5 , Fermentlosung 


240 cem 240 com 


Substrat: 6%ige alkalische Caseinlésung. 


Fermentlésung : 0,2 g Pepsin in 65cem 0,08 HCl. 


Analysen: Durch Titration von je 20 ccm Ansatz. 





Spaltzeit Aziditétszuwachs in ecm Differenz 
Std. Versuchsansatz Kontrollansatz eem 
5 0,24 0,80 0,56 
19 0,43 1,06 0,63 
23 0,79 1,13 0,42 
ws . Ein Leeransatz mit desaktiviertem Ferment zeigte in 


keinen Aziditatszuwachs. 











Nephelometer (Verdiinnung: 4 cem Ansatz mit Aqua dest. 
100 cem). 
Spaltzeit i Spaltung in \ a Differenz 
Std. Versuchsansatz Kontrollansatz 0/9 
bi 2 22,7 23,0 0 
Hi 5 36,1 36,2 0 
iy 8 42.3 42.0 0 
eT 10 47,4 46,8 0 
Mell 19 54,1 53,6 0 
ea 23 56,6 56,5 0 
Auch nephelometrisch zeigte der Leeransatz keine Spaltung. 
2 Messungen geschahen gegen festen Triibungsstandard. 
5) pu-Messungen : 
e.) —_ = — 
Fe Am Anfang Am Schluf 
a} ay et Pe BS eens ; 
a1 der Hydrolyse 
Versuchsansatz 2,20 2.37 
Kontrollansatz 2,12 2,37 
| 
4 
{ 





Titrimetrische und nephelo- 


23 Stunden 


aut 


Die 














me 
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Um die von Sérensen und Waldschmidt-Leitz beobachteten Viskositats- 
amderungen in ihrer Auswirkung auf die Spaltunterschiede zu_priifen, 
wurden gleichzeitig mit den Abnahmen je 5 ccm der Ansiatze gewogen. 
Es ergaben sich folgende Zahlen, von denen nur die Differenzen der Gewichts- 
abnahmen hier wichtig sind. 





Gewichts- Gewichts- 


Gewicht abnahme Spaltzeit Gewicht abnahme 
g O/5 Std. g . 
4,990 0 0 4,936 0) 
4,952 0,76 5 4,903 0,67 
4,929 1,22 19 4,596 0,81 
4,956 0,68 23 4,898 0,77 


Die Unterschiede der Gewichtsdifferenzen | 0.09%, 0,41%, 
+ 0,199.) bewegen sich innerhalb der Fehlergrenzen der Methoden. 


Ergebnis: Bei Titration deutliche Hemmung, nephelometrisch keine 


Hemmung. 


Versuch 63. 
Spaltung im Makroansatz mit groBer und geringer Fermentmenge. Unter- 
suchung nephelometrisch. 
Ansdtze: 





H 
Versuchsansiitze Kontrollansatze 


l6cem 0.12 n HCl l6cem 012 nHCl 


24 , Substrat 24 Substrat 
48 , Spaltprodukte 33 48 ., Kontrolle 33 
8 , Fermentlésung 8 Fermentlosung 


96 eem 96 com 


Substrat : 6°, ige alkalische Caseinlésung. 
0.2 g Pepsin in 30 ccm 0,12 n HCl, 20 Minuten gekocht 
und filtriert. 


Fermentlésungen: 


Fiir Ansiitze I, groBe Fermentmenge: 0,2 g Pepsin in 30 ccm 0,12 n HCl. 
Fiir Ansitze Il, geringe Fermentmenge: 2,5 ccm des vorigen, mit 


17,5 cem desaktivierter verdiinnt. 


Analysen: Nephelometer (Verdiinnung: 4ccm Ansatz mit Aqua dest 
auf 100 cem). t 





0 








Spaltzeit roe Spaltung in °%/o Differenz 
Min. Versuchsansatz Kontrollansatz 0) 
25 24,2 28,0 3,8 
| 40 29,5 35,0 5.5 
I 60 37,8 39,5 1,7 
90 41,2 44.4 3.2 
160 47,9 51,5 3.6 
180 50.4 53,4 3.0 














74 P. Rona, H. Kleinmann u. E. Dressler: 








Spaltzeit | ¥i Spaltung in = wr Differenz 
Std. '| Versuchsansatz Kontrollansatz || %p 
21. 30,0 25,4 0 
ll | 5 34,4 30,8 0 
11 43,6 42,3 0 
21 51,2 48,2 0 


Ein Leeransatz zeigte nach 3 und 21 Stunden keine EiweiBabnahme. 


pu-Messungen nach beendeter Hydrolyse : 





Versuchsansitze Kontrollansitze 
Ee eae ee tee ie 2,09 2,17 
_ ee ee 2,16 2,30 


Ergebnis: Keine Hemmung. 


Versuch 66. 
Spaltung im Makroansatz mit groBer und geringer Fermentmenge. 
Bestimmung durch Titration und Nephelometrie. 


Ansdtze: Versuchs- und Kontrollansitze I mit groBer, Ansitze II mit 
geringer Fermentmenge gespalten. 





Versuchsansitze Kontrollansatze 
55eem 0,08n HCl 55cem 0,08n HCl 
60 . Substrat 60 . Substrat 
120 , Spaltprodukte 34 120 , Kontrolle 34 
5 ., Fermentiésung 5 , Fermentlosung 
240 com 240 eem 
Substrat : 6°, ige alkalische Caseinlésung. 


Fermentlésungen: Fiir Ansitze I: 1,25 g Pepsin in 50 cem 0,08 n HCl; 
fiir Ansitze Il: 2 cem hiervon mit 14 cem durch 
Kochen desaktivierter Lésung verdiinnt. 


Analysen: Durch Titration von je 20cem Ansatz. 





Aziditétszuwachs in ecm 





Spaltzeit —_—— — Differenz 
Versuchs- Kontroll- 
Std. ansitze ansitze ecm 
I. Grobe Fermentmenge. 

1 0,22 0,62 0,40 

2 0,65 0,94 0,29 

3 0,84 1,16 0,32 

II. Geringe Fermentmenge. 

10 047 | 1,07 0,60 
21 0,70 1,08 0,38 
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Leeransitze mit Spaltprodukten und Kontrollésung zeigten in 
21 Stunden keinen Aziditiétszuwachs. 


Nephelometrie (Verdiinnung: 4 ccm Ansatz mit Aqua dest. auf 
100 ccm). 





Spaltung in °/o _ 
Differenz 


Spaltzeit Versuchs- Kontroll- 
ansaétze ansétze "lo 

I. Grobe Fermentmenge. 
11 Min. 26,1 23.0 0 
88 , 39,1 40,4 1,3 
= 49,3 51,9 2.6 
180, 56,6 58,4 1,8 

II. Geringe Fermentmenge. 
3 Std. , 39,8 41,2 1,4 
;© . 55,3 56,1 0,8 
ae 60.9 62,3 14 


Die Messungen geschahen gegen festen Triibungsstandard. Leeransiatze 
mit Spaltprodukten und Kontrollésung zeigten in 21 Stunden keine 
EiweiBabnahme. 


pu-Messungen nach beendeter Hydrolyse : 





Versuchsansitze Kontrollansitze 
EE ere ie es 2,30 2,27 
gs OS A eS 2,24 2,16 


Ergebnis: ‘Titration zeigt starke Hemmung, Nephelometrie keine. 


Kurze Ubersicht iiber die Ergebnisse der peptischen Versuche. 





Spalt- 


Gruppe Versuch produkt Ansatz Spaltzeit Analyse Ergebnis 
Nr. Nr. 
I. Kurze Spaltzeit. 
A 44 24 Mikro kurz “Neph. 
45 25 A Rs He 
46 26 mn n . ™ 
47 27 - . ” 
48 28 Makro ‘. » 
B 49 29 " x Titr. + 
Neph. (+) 
50 30 . e Titr. t 
Neph. 
51 30 ‘ ‘ Titr. 
Neph. 
55 31 ‘ ‘ Titr. - 
Neph. 
56 28 ‘ " Titr. 4 
Neph. 
57 28 ‘. = Titr. 


Neph. 











” 
; 
: 
{ 
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—_— 7 Spalt- 
Gruppe —— produkt Ansatz Spaltzeit | Analyse | Ergebnis 
Nr. Nr. 
II. Lange Spaltzeit. 
A 59 30 Makro lang Neph. 
B 60 32 z ‘ itr. (=<) 
'  Neph. _- 
62 82 rs - Titr. a 
Neph. — 
Ill. Spaltzeit kurz und lang. 
A 63 33 Makro kurz Neph. - 
” lang Neph. — 
B 65 31 = kurz Titr. 
Neph. 
™ lang Titr. 
Neph. (+) 
66 34 ‘ kurz Titr. 
Neph. — 
re lang Titr. 
Neph. — 
67 34 . kurz Titr. + 
lang Titr. + 
- Neph. — 
Es bedeuten in dieser Tabelle: + Hemmung, — keine Hemmung, 
(—) und (+) = fallen heraus. 
Literatur. 
1) Weber u. Gesenius, diese Zeitschr. 187, 410, 1927. — 2) Oppenheimer, 


Die Fermente. 5. Auflage, 8. 913. Leipzig, Thieme, 1925 bis 1928. — 
3) Northrop, Journal of general Physiology IV, 227, 245, 481, 1921/22. — 
4) Derselbe, ebendaselbst V, 263, 415, 1923. — 5) Derselbe, ebendaselbst VI, 
239, 337, 417, 723, 1923/24. — 6) Rona u. Kleinmann, diese Zeitschr. 159, 
146, 1925. — 7) Dieselben, ebendaselbst 177, 89, 1926, und zwar 8. 98. — 
8) Willstdtter u. Persiel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 142, 245, 1925. — 9) Rona 
u. Kleinmann, diese Zeitschr. 155, 34, 1925. — 10) Dieselben, ebendaselbst 
169, 32¢, 1926. — 11) Kleinmann, vgl. Oppenheimer-Pincussen, Die Fermente 
u. ihre Wirkungen, Bd. 3. 8. 1060. Leipzig, Thieme, 1928. — 12) Willstdtter 
u. Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 132, 1923. — 13) Will- 
stdtter, Waldschmidt-Leitz u. Hesse, ebendaselbst 126, 143, 1923. — 14) Will- 
stdtter u. Waldschmidt-Leitz, ebendaselbst 142, 217, 1925. — 15) Willstdtter, 
Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter, ebendaselbst 161, 191, 1926, und zwar 


8.199. — 16) Kleinmann, vgl. Oppenheimer-Pincussen, Die Fermente und 
ihre Wirkungen, Bd. 3, 8. 1050. Leipzig, Thieme, 1928. — 17) Waldschmidt- 
Leitz u. Simons, Zeitschr. f. physiol. Chem. 156, 99, 1926. — 18) Sérensen u. 


Katschioni- Walther, ebendaselbst 174, 251, 1928. — 19) Rona u. Mislowitzer, 
diese Zeitschr. 196, 197, 1928. — 20) Dieselben, ebendaselbst 200, 152, 1928. — 
21) Dieselben, ebendaselbst 202, 453, 1928. — 22) Mislowitzer, ebendaselbst 
208, 323, 1928. — 23) Rona u. Oelkers, ebendaselbst 217, 50, 1930. 


























Kinetische Betrachtungen zur stereochemischen Spezifitit der 
Menschenleberesterase’. 


Von 
P. Rona, H. Fischgold und R. Ammon. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 25. August 1930.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


E. Bamanns Befund?, daB sich die optische Orientierung einer 
Esterase bei der Spaltung eines racemischen Esters durch Anderung 
der Substratkonzentration beeinflussen laBt, erscheint fiir den weiteren 
Ausbau des Spezifitatsbegriffs bedeutungsvoll. Bamann konnte zeigen, 
daB Menschenleberesterase bei Spaltung des d1l-Mandelsdure-Athyl- 
esters in einer Konzentration von 4°, eine Mandelsiure in Freiheit 
setzt, die ein [x]p von + 48° hat. Bei gleichem Spaltungsgrad, etwa 
20%, nur bei einer Substratkonzentration von 0,25°,, ist dagegen das 
{«]p der in Freiheit gesetzten Séiure — 34°. Fiir die Kaninchenleber- 
esterase fand Bamann ahnliche Verhaltnisse. Der Drehungssinn, der 
durch Kaninchenleberesterase aus dem dl-Ester gebildeten Mandel- 
siure andert sich schon nach geringerer Konzentrationsabnahme ; bei 
einem Spaltungsgrad von etwa je 7°, und bei 4°,iger Esteremulsion 
ist das [a], = + 53°, bei einer 0,5 °,igen dl-Athylesterlésung ist das 
[a]p = — 52°. Bamann gibt fiir diesen interessanten Befund an, dab 
diese von uns als Inversion bezeichnete Erscheinung ,,ihre Erklarung 
in dem Zusammenwirken der Affinitaiten der Esterasen zu den beiden 
optisch aktiven Formen des Racemats und der Zerfallsgeschwindigkeiten 
der —- und +-Substratenzymverbindungen findet**. 

Es liegt gewiB recht nahe, daB bei dieser Erscheinung die Affinitats- 
und Hydrolysekonstanten der Fermentsubstratverbindungen eine ge- 
wisse Rolle spielen kénnen. Uns erschien aber die Erklirung Bamanns 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft . 

2 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 62, 1538, 1929. 

3 lc. S. 1548. 
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unzureichend; wir glauben, daB seine Ergebnisse, sowie auch frithe*e 
von uns erhobene Befunde! nicht aus den Hydrolyse- und Affinitats- 
konstanten herzuleiten sind? und uns dazu zwingen, noch einmal die 
Anwendungsméglichkeiten der Grundlagen zu iiberpriifen, die un® zu 
einer Herleitung dieser Konstanten berechtigen. P. Rona, R. A™mon 
und M. Werner versuchten, an der Takaesterase bei der Hy«\"olyse 
von racemischem Mandelsaéure-Methylester eine eventuelle Inversion 
in Abhangigkeit von Fermentsubstratverhaltnis nachzuweisen. Eine 
Inversion konnte nicht gefunden werden, wohl aber schcint es, als 
ob das [x], der in Freiheit gesetzten Mandelsaéure sich zwar nicht in 
bezug auf seine Richtung, sondern auf seine GréBe beeinflussen lieB. 


Es erschien uns zunachst wichtig, zur Klarung des Bamannschen 
Befundes die Inversion auch am Methylester der Mandelsaéure, dem 
in unserem Institut auf diesem Gebiet hauptsachlich gebrauchten Ester, 
bei der Spaltung durch Menschenleberesterase nachzuweisen. Hierbei 
sollte die eventuell festzustellende Inversion bei absolut gleicher Ferment - 
menge und bei wechselnder Substratkonzentration studiert werden. Es 
sollte dabei gleichzeitig gepriift werden, ob die eventuell auftretende 
Beeinflussung des optischen Orientierungsvermégens der Esterase durch 
eine Einwirkung der Spaltprodukte auf das Ferment zu erklaren ist. 
Ferner wollten wir die fermentative Spaltung bei gleichbleibendem 
Fermentsubstratverhaltnis, aber verandertem Gesamtvolumen studieren. 
SchlieBlich erschien es uns wichtig, in einem groBen Versuchsansatz 
den Lauf der Spaltung in mehreren Stichproben zu verfolgen, d. h. 
zu prifen, ob die Konfigurationsspezifitat unserer Esterase sich im 
Laufe der Spaltung andert. Zur Ergainzung der Spezifitatsverhiltnisse 
wollten wir dann versuchen, die Affinitats- und Hydrolysekonstanten der 
bei der Reaktion beteiligten Stoffe festzustellen. Bamann konnte namlich 
nur fiir den ]-Mandelsaure-Athylester eine dieser Konstanten bestimmen, 
fiir den d-Ester nicht, da bei seinen Bedingungen das Maximum der 
Spaltung sich nicht ermitteln lieB, weil die beschrankte Léslichkeit 
des optisch-aktiven Esters einer notwendigen SubstratvergréBerung 
dem Ziele ein Ende setzt. Bamann fand fiir die Menschenleberesterase 
die in Abb. 3 wiedergegebenen Aktivitaéts-p.-Kurven, aus denen er 
fiir den 1-Ester folgende Daten erschloB: Die Dissoziationskonstante 
der Fermentsubstratverbindung betrigt K (—) = 0,00166. Es ist 
ferner ersichtlich, daB der |-Ester der affinere Ester ist und daB die 
Hydrolysekonstante des |-Esters gleich oder kleiner als die des d-Esters 
sein muB. 


* P. Rona, R. Ammonu. M. Werner, diese Zeitschr. 217, 42, 1930. 
? Briefliche AuBerungen von Herrn H. H. Weber stimmen hiermit 
iiberein. 
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Im folgenden sollen zunachst die Versuche und Tabellen beschrieben 
und dann sollen die angeschnittenen Fragen eingehender behandelt 
werden. Zuerst sei einiges tiber das Methodische gesagt. 


Methodisches. 


Ss 

.‘'s Fermentpriparat diente Menschenleberesterase, die aus einer 
normaten menschlichen Leber stammte und in Form des neutralisierten, 
zentritugierten '/,,n N H,-Auszugs aus dem gesiebten Aceton-Athertrocken- 
pulver >ereitet wurde. Als Substrate wurden die bei uns nach P. Rona und 
R. Ammm* hergestellten dl-, d- und 1-Mandelsiure-Methylester angewandt. 
Die Hydrolyse und chemische Aufarbeitung des dl-Esters erfolgte in der 
elektrotitrimetrischen Apparatur von P. Rona und R. Ammon. Die Ver- 
folgung der Spaltungsgeschwindigkeiten der einzelnen optisch-aktiven 
Modilikationen des Mandelsiure-Methylesters wurde nach der gasanaly- 
tischen Methode von P. Rona und A. Lasnitzki ausgetiihrt. Nahere Einzel- 
heiten erfolgen bei der Besprechung der angestellten Versuche. 


Die Racemathydrolysen. 


Aus Tabelle I sind die Versuchsansiétze, d. h. Substrat- (d1-Methyl- 
mandelat) und Fermentmengen und Volumina, der Spaltungsgrad, die 
Spaltungsdauer, das [x], der vom Ferment in Freiheit gesetzten 
Mandelsadure zu ersehen. 


Tabelle I. 





- . : . : - . le } der - nach 
Ver- Ferment- Substrz , ., Spaltungs- Reaktions- '“!D K nach 
anal i menee Substrat Volumen Pp a pny isolierten | Weber 

a Mandel- und 

Nr. ecm £ %lo ecm 0/9 Std. siure Ammon 

1 15 0,75 0.5 150 18 1h51’' | — 43, 5° 1,88 

2 15 1,5 1,0 150 16,7 2 4 — 23, 6 1,41 

3 15 3.0 2.0 150 17,5 7 50 0,0 1,0 

4 15 4,5 3,0 150 12.5 13 50. + 7,93 0,90 

5 15 6,0 4,0 150 5,3 8 20 +11,3 | 0,86 


Die hier mitgeteilten Versuche zeigen, daB die Konfigurations- 
spezifitét der Menschenleberesterase von der Substratkonzentration 
abhangig ist. Bei niederen Estermengen ist unser Enzym linksorientiert, 
d. h. spaltet es im Racemat den 1-Ester mit gréBerer Geschwindigkeit, 
bei héheren Konzentrationen ist dagegen das Ferment rechtsorientiert, 
d.h. jetzt wird der d-Ester schneller hydrolysiert als der |-Ester. Das 
Bamannsche Ergebnis ist also durchaus fiir den Methylester der Mandel- 
siure bestatigt, was aus Tabelle II, die der Bamannschen Arbeit ent- 
nommen ist, ersichtlich ist. 


1 Diese Zeitschr. 181, 49, 1927. 
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Tabelle II'. 





Substratmenge {@]) der 


Ver- Relative emaaedials . Spaltungs- | ‘/ K nach 
soak med (d1-Athylmandelat) Volumen grad inclines Weber ae 
mre Mandel- 
Nr. menge g o), amin % clave Ammon 
| pm 

4b 16,0 | 2.0 4 50 20 + 48,0° 2.5 
6a 4,55 0, 25 0.5 50 206 |+ 58 .)2 
7a 4.16 || 0,125 0,25 50 248 | —343 7,60 


Es ist bemerkenswert, da beim Athylester die Inversion bei 
etwa 0,5", Substrat eintritt, bei unserem Methylester bei 2°,, und 
daB die hierbei erhaltenen Werte fiir das [«], der Mandelsaure viel 
groBer sind als die von uns fiir den Methylester gefundenen. 


In Tabelle I ging die Anderung des [«], der isolierten Mandelsaure 
mit einer Anderung des Verhaltnisses von Ferment zu Substratmenge 
einher; dab jedoch zwischen beiden Tatsachen kein ursiachlicher Zu- 
sammenhang besteht, zeigen Versuche 1 und 2 aus Tabelle LI, denen 
zum Vergleich noch Versuch | aus Tabelle I gegeniibergestellt wurde. 


Tabelle II. 





: _ ee . = [a], der 
Versuch Substratmenge F mony Volumen a Rise bre 
ee Mandel- 
Nr. g %lo eem cem 9/4 siure 
1 2 4 5 50 8,2 + 6,0° 
2 2 0,667 5 300 10,0 — 26,0 
Versuch 1 aus ) 0.25 0.5 5 50 18.0 — 435 


Tabelle I J 


In den Versuchen | und 2 haben wir absolut die gleichen Substrat- 
und Fermentmengen, jedoch in verschiedenen Volumina. Wird nur 
soviel Wasser zugesetzt, daB die Substratmenge 4°, betragt, so ist 
das Ferment rechtsorientiert, wird die Lésung soweit verdiinnt, dab 
sich der dl-Ester in 0,667 °iger Lésung befindet, so ist das Ferment 
linksorientiert, und das [x], der vom Ferment in Freiheit gesetzten 
Mandelsaure entspricht ungefahr dem aus Tabelle 1 zu erwartenden Wert. 
Die optische Orientierung hangt also nur von der Substratkonzentra- 
tion ab. 

Die Tabellen | und II zeigen, daB die [«],)-Werte mit steigenden 
Substratkonzentrationen einen bestimmten Gang aufweisen, namlich 
zunachst dem Betrage nach kleiner werden, um dann auch ihre Rich- 
tung zu andern und nach der entgegengesetzten Seite zu wachsen. Sehr 
deutlich wird dieser Gang, wenn man graphisch das [«],, der isolierten 


' Siehe Bamann, 1, c., S. 1547. 
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Saure als Funktion des Spaltungsgrades darstellt. Man erhalt dann 
fiir jede Substratkonzentration eine bogenf6rmige Kurve, die zusammen 
folgende Kurvenschar ergeben (s. Abb. 1). 
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Auf der Abzisse sind die Spaltungsgrade abgetragen. Die bei jeder Kurve 


stehenden Zahlen bedeuten die Konzentrationen an dl-Methylester. 


Der Kurvenverlauf ist schematisiert, doch bestatigt ein weiter 
unten angefiihrter Versuchsansatz durchaus diese Annahme. 

Der Gang der [x]p-Werte, insbesondere die Inversion, ist nicht 
durch das Zusammenwirken der Affinitats- und Hydrolysekonstanten 
zu erklaren. 

Denn nach Michaelis und Menten', deren klassische Untersuchungen 
iiber die Saccharase auch fiir die Kinetik der Esterasen grundlegend ge- 
worden sind, stellt man sich die Beziehung zwischen Ferment und Substrat 
folgendermaBen vor: 

1. Annahme: Ein Molekiil Ferment reagiert mit einem Molekiil 
Substrat; das Gleichgewicht dieser Reaktion stellt sich nach dem Massen- 
wirkungsgesetz ein, so da3 also stets 

[F].[S] 
[F's] 
ist, wobei [F] das nicht an das Substrat gebundene Ferment, {[S] das nicht 
an das Ferment gebundene Substrat, [f'S] die Fermentsubstratverbindung, 
und K eine Konstante (Dissoziationskonstante) bedeuten. 

Um diese Annahme experimentell bestiéitigen zu kénnen, wurden von 
Michaelis und Menten noch drei weitere Annahmen vorausgesetzt : 

2. Annahme: Die Geschwindigkeit des Umsatzes (U) ist direkt 
proportional der gebildeten Menge Fermentsubstratverbindung ({F'S}), 
d. h. es gibt eine Zerfallskonstante k derart, daB 

= 8. 17 Gi, 


K 


! Diese Zeitschr. 49, 333, 1913. 
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3. Annahme: Die jeweilig an das Ferment gebundene Substrat- 
menge ist verschwindend klein gegeniiber der Gesamtsubstratmenge. 

4. Annahme: Die Bildungsgeschwindigkeit der Fermentsubstrat- 
verbindung ist groB gegeniiber der Zerfallsgeschwindigkeit der Ferment - 
substratverbindung in die Endprodukte, so daB man also annehmen darf, 
daB sich Ferment und Substrat in jedem Augenblick in dem Gleichgewicht 
befinden, das durch das Massenwirkungsgesetz (Annahme 1) gefordert 
wird. 

Unter Zugrundelegung der drei zuletzt angefiihrten Annahmen konnten 
Michaelis und Menten die Hauptannahme 1 experimentell tiberzeugend 
bestitigen. 

Versuchen wir, die Michaelis-Mentenschen Betrachtungen auf 
unser Problem zu iibertragen, so erhalten wir fiir unsere beiden anti- 
podischen Ester die Gleichungen: 





[F].(st} . 

[Pst) — ome ” 
und 

le) a oe e 

wey i (2) 


wo [F] freies Ferment, [S*] nicht an das Ferment gebundener d-Ester, 
[S~] nicht an das Ferment gebundener |-Ester, [Ff S*] Ferment-d-Ester- 
Verbindung, [FS~] Ferment-l-Ester-Verbindung, K (+) die Disso- 
ziationskonstante fiir den d-Ester, K (—) die Dissoziationskonstante 
fiir den 1-Ester bedeuten. Durch Division der Gleichungen (1) und (2) 
folgt : 
Sail IS TS Salih 3) 
[FS-]  Kis).[8-]’ 
d.h. das Verhaltnis der beiden entstehenden Fermentsubstratverbin- 
dungen hangt von einem konstanten Faktor und dem Verhaltnis 
der beiden freien (nicht an das Ferment gebundenen) Substrat- 
konzentrationen ab. Da jeweils nur ein verschwindender Teil der 
Gesamtsubstratmenge an das Ferment gebunden sein kann!, darf man 
fiir [S] ohne weiteres die Gesamtkonzentration einsetzen (3. Annahme). 
Sind die Zerfallskonstanten der beiden Fermentsubstratverbin- 
dungen k (+) bzw. k(—), so gilt fiir das Verhaltnis der Bildungs- 
geschwindigkeiten » (+) und v(—) der beiden Saéuren nach Weber 
und Ammon?: 
u4)  [FSt*].h., KR -kay- [87] 


)» _ [FS8*]. ka _ gi®*) 
vo) [FS-].b&,  Kuy.&)-[S-] [87] 








. (4) 


1 Michaelis, Zeitschr. f. physik. Chem. 152, 183, 1926. 
2 Diese Zeitschr. 204, 197, 1929. 
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Das Verhaltnis der beiden Bildungsgeschwindigkeiten mibte also nur 
von einem konstanten Faktor und dem Verhaltnis der beiden aktiven 
Ester abhangen: da im Racemat im Anfang der Spaltung [S*]:[S” ] 
stets = 1 ist, miibte also stets v (+):v (—) K sein, d.h. das 
Verhaltnis v (+): v (—-) miiBte im Racemat fiir jede beliebige Substrat- 
konzentration bei jeder Fermentmenge immer das gleiche sein, mit 
anderen Worten, es kénnte in allen Fallen nur der eine oder andere 
Ester im UberschuB gespalten werden. Hiermit steht die beobachtete 
Inversion in Widerspruch, insbesondere auch die Tatsache (s. Tab. I11), 
da®B das AusmaB und der Sinn der Drehung von dem Volumen abhiangt, 
in dem [S*] und [S7~] gelést sind. 

Es k6énnte zunachst folgender Einwand gemacht werden: Die 
Inversion tritt nur bej hohen Konzentrationen auf, wo es sich um 
keine echte Lésung, sondern um eine Suspension oder (beim Athyl- 
ester) um eine Emulsion handelt, oder wo wegen der hohen Konzen- 
tration das Massenwirkungsgesetz (Annahme 1) nicht mehr Giiltig- 
keit besitzt. Demgegeniiber ist zu bemerken: Bei der Spaltung 
verschiedener Konzentrationen fanden wir die Kurvenschar von Abb. 1: 
das [x]p der isolierten Saure, d.h. das Verhaltnis der beiden optisch- 
aktiven Antipoden nimmt, bei einem bestimmten Spaltungsgrad unter- 
sucht, mit steigender Substratkonzentration standig ab und geht 
schlieBlich in die entgegengesetzte Richtung iiber (,,.Inversion‘’). Selbst 
wenn man auf die Ergebnisse bei den héchsten Konzentrationen ver- 
zichtet. findet sich doch auch bei den niederen Konzentrationen ein 
Gang’. Hieraus wird ersichtlich, daB der der Inversion zugrunde 
liegende Mechanismus nicht durch die Ausnahmebedingungen, die in 
hoch konzentrierten Lésungen herrschen, verursacht sein kann. Die 
Abhangigkeit des [x], von der Substratkonzentration steht mit der 
Ableitung von H. Weber und R. Ammon' in Widerspruch. Denn hier- 
nach ware: 


A 

In 

ne | 4 " (5) 
n i re 2 

wo 

ky). K 

K —— (+) (—) 
ky ye K.4) 


A die Anfangskonzentration eines jeden der beiden antipodischen 
Ester, y den Umsatz des d-Esters und x den des |-Esters bedeuten. 
A, x und y miissen in dem gleichen MaBstabe, der jedoch véllig be- 
liebig ist (also auch in Prozenten), ausgedriickt sein. 


1 jl. c. S. 203. 
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Aus Formel (5) wirde folgen: Hat y, der umgesetzte d-Ester einen 
bestimmten Bruchteil der Anfangskonzentration des d-Esters erreicht, 
so ist damit auch die Menge von x (l-Esterumsatz) eindeutig bestimmt ; 
dies gilt fiir alle Konzentrationen des Substrats. Zu jedem Spaltungs- 
grad gehért ein ganz bestimmtes Verhiltnis 2: y, das ist aber ein ganz 
bestimmtes [x], der isolierten Saure. Es miiBten also alle Kurven in 
Abb. | in eine einzige zusammenfallen. 


Dieser Widerspruch wird noch deutlicher ersichtlich, wenn 
man nach Gleichung (5) die A-Werte (s. Tabelle 1 und 2) berechnet. 
K zeigt dabei entsprechend dem [a], einen Gang, bei Rechts- 
orientierung ist A gréBer als 1, bei Linksorientierung kleiner als 1. 
K ist also nicht, wie es nach seiner Ableitung zu fordern ware, eine 
Konstante. 


Nachtraglich seien noch folgende Versuchsansaitze beschrieben. 


Tabelle 1V. 





Anfangs- Anfangs- 


seated - - Anfangs- Spaltungs feel, der 
a oe oon volumen grad isolier ten 
Nr eem g 0/9 cem 05 Mandelstiure 
la 30 6 2 300 9.55 — 2.78° 
lb 21.8 0.0 
le 28,1 2,54 
Id 40.0 3.14 
2a 15 4.5 3 150 19.0 i 783 
2b 12,5 + 7,93 


Es wurden aus je einem Ansatz, der das Substrat zu 2 und 3”, 


enthielt, in gewissen Zeitabstanden Entnahmen gemacht, die chemisch 
aufgearbeitet wurden. Diese Versuche bestiatigen die in Abb. | gemachte 
Annahme iiber den Spaltungsverlauf. 


Da die Richtung des Kurvenverlaufs in Abb. 1 schon am Anfang 
der Spaltung festgelegt ist, war ein EinfluB der Spaltprodukte auf die 
optisch auswihlende Hydrolyse nicht wahrscheinlich. Um dies auch 


Tabelle V. 





, Substrat- Sp. {@] -) des zuriick- 
vesene ponpestection Gr. Zusatz von panini [a] der 
Nr. Oo 0), Esters * Mandelsiure 
1 i 0.5 18 — +- 18,0° 43,5° 
2 0,5 20 410 mg + 12.8 — 55,0 
dl-Saure 
3 0,5 20 410 mg + 18,2 — 


]-Saure 


* Der Ester wurde in ungefiahr 1° 9ig. wisseriger Lisung polarisiert. 


























Stereochemische Spezifitat der Menschenleberesterase. Ss.) 


experimentell auszuschlieBen, wurden je ein Ansatz von 0,5", Substrat 
mit 410 mg dl- bzw. |-Mandelsaure (in Form der Natriumsalze) versetzt. 
Tabelle V gibt diese Versuche wieder und enthalt zum Vergleich noch 
Versuch 1 aus Tabelle I. Das Gesamtvolumen betrug bei allen Ver- 


suchen 150 cem. 


Das Ergebnis dieser Versuche wurde durch die Isolierung des 
unverseiften Esters sicherzustellen versucht, denn in Versuch 3 hatte 
die hohe Zusatzkonzentration an |-Mandelsiure bei der polari- 
metrischen Bestimmung der vom Ferment in Freiheit gesetzten Mandel- 
siure einen zu groBben Fehler bedingt. Es geht aus diesen Versuchen 
hervor, dab die Zusitze von Spaltprodukten die optische Orientierung 
der Menschenleberesterase nicht beeinflussen. 


Die Aktivitits-p. - Kurven., 


Die Bestimmung erfolgte nach der gasanalytischen Methode von 
P. Rona und Lasnitzki. Wir benutzten die sogenannten Nikolai-Trége 
von etwa 5ccm Inhalt und fiillten durchweg die einzelnen GetfiBe 
mit je leem der jeweiligen Esterlésung in Ringergy, 0,5 cem 
der Fermentverdiinnung 1:5 auch in Ringer,,). Dic fermentative 
Hydrolyse wurde als Differenzwert zwischen der Totalhydrolyse und 
der Eigenverseifung des Esters bestimmt. Hierzu waren wir berechtigt, 
da bei den héheren Konzentrationen nur ein kleiner Bruchteil des 
Esters vom Ferment umgesetzt worden ist und man die Konzentration 
des Esters als konstant betrachten kann: bei den  niederen Kon- 
zentrationen, ab 0,004 m, konnte die Eigenhydrolyse wegen ihrer Klein- 
heit ganz vernachlassigt werden. Samtliche Spaltungsversuche wurden 
120 Minuten verfolgt, die 50 Minuten-Werte wurden durch graphische 
Interpolation ermittelt. Der Verlauf der einzelnen Spaltungskurven 
war fiir den 1-Ester von 0,08 bis 0,004 m gradlinig,- ab 0.0016 m ge- 
kriimmt. In diesen Fallen wurde der 50 Minuten-Wert durch Anlegung 
der Tangente im Nullpunkt ermittelt. Die analoge ,,Grenzkonzentration 
fiir den d-Ester war 0,0002 m, d.h. von dieser Konzentration ab 
einschlieBlich waren die Spaltungskurven gekriimmt. Die einzelnen 
Lésungen wurden mit einem Gasgemisch, das aus 95°, Stickstoff 
und 5°,, Kohlensaéure besteht, gesattigt. Die Temperatur des Wasser- 


bades betrug 25,7°. 


Die Tabelle VI gibt die unter den angegebenen Bedingungen er- 
haltenen Kohlenséiurewerte in Kubikmillimetern fiir eine Spaltungs- 
dauer von 50 Minuten wieder, die aus den beiden Modifikationen des 
Mandelsaure-Methylesters durch die Menschenleberesterase bei den ver- 
schiedensten Konzentrationen erhalten wurden. 
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Tabelle VI. 





CO,g-Werte in emm bei 50’ Spaltung 





Ausgangs- Molaritit auf ohne nach ohne nach 
esterlOsung Endvolumen log |S ; 
bezogen Abzug der Eigenverseifung 
015 d-Ester l-Ester 
2.0 0,08 1,1 31,8 ) 
1,5 0,06 1,22 - ~ 30,7 26,2 
1,0 0.04 1,4 5.6 2.6 32,8 29,2 
0,75 0,03 1,52 8,9 6,6 - - 
0,6 0,024 1,62 10,6 8,8 - 
0,5 0,02 We 10,3 8,7 34,5 32,¢ 
0,4 0,016 1,8 8,8 7,6 34,3 33,1 
0,25 0,0L0 2,00 8.4 7,6 — 
0,125 0,005 2.3 6,3 5,9 -- 
0,10 0,004 2,4 6,6 6,2 33,0 32,6 
0,0625 0,0025 2.6 6,0 5,8 ~- - 
0,04 0,0016 2,8 5,4 5,2 30,5 30,3 
0,025 0,0010 3,00 4,1 22.4 
0,01 0,0094 3,4 2.4 11,6 
0,005 0,0002 3,70 3,0 9,0 
0,0025 0,0901 4.00 2,2 
0,001 0.00004 4.4 _ 4,2 


Aus diesen Zahlen ist also zunachst ersichtlich, daB das Maximum 
der Spaltung fiir beide Ester erreicht werden konnte. Hiernach wiirde 
sich das Verhaltnis von k (—-):k (+) = 3,76 ergeben. Die bei den 
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Abb. 2. 


<x experim. gef. Werte fiir den d-Ester. @ @ experim. gef. Werte fiir den |-Ester 
O——© berechnete Werte fiir den 1-Ester. 








hohen Konzentrationen der d-Kurve erhaltenen Werte (s. Abb. 2) sind 
als Differenz (Gesamthydrolyse minus Eigenhydrolyse) von annaihernd 
gleich groBen, absolut genommen ziemlich kleinen Betragen mit einem 
gréBeren Fehler behaftet. Nach diesen Zahlen wurden nach Michaelis 
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und Menten die Aktivitits-p.,-Kurven (s. Abb. 2), d.h. der Umsatz 
als Funktion des negativen Logarithmus der Esterkonzentrationen ge- 
zeichnet. Besonders auffallig ist die verschiedene Gestalt der Kurven 
fiir beide Ester. Wir haben versucht, die erhaltenen Kurven in dem 
von Michaelis und Menten angegebenen Sinne zu deuten, um Niaheres 
aus ihnen uber die Affinitéts- und Hydrolyseverhaltnisse der Substrat- 
fermentverbindungen zu erfahren. Hierbei zeigte es sich, daB die fiir 
den |-Ester erhaltene Kurve mit einer typischen Aktivitats-p,-Kurve 
nur unvollkommen, die d-Esterkurve gar nicht mit einer solchen in 
Deckung zu bringen ist. Wir haben in Abb. 2 fiir den |-Ester die ex- 
perimentell erhaltene und die dieser noch am naichsten kommende 
Kurve mit einem K-Wert von 10~°” nebeneinander zur Darstellung 
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Abb. 3. 


<——— experim. gef. Werte fiir den d-Ester (Athy]). 
o——-e ” * 
——_) berechnete 


gebracht. Mit der d-Esterkurve wiirde eine konstruierte p,-Kurve 
noch weniger iibereinstimmen; diese ist deshalb ganz fortgelassen. 
In Abb. 3 bringen wir ahnliche Verhaltnisse zur Darstellung, die aus 
den von Bamann mitgeteilten Versuchsdaten und -kurven stammen. 
Wir sehen hier, da®B seine fiir den |-Ester experimentell ermittelte 
Kurve und die fiir den von Bamann angegebenen K-Wert von 
K = 0,00166 konstruierte Kurve besser iibereinstimmen. 

Allerdings ‘st darauf hinzuweisen, daB seine d-Esterkurve schon 
bei dem von ihm gewahlten MaBstabe eine etwas geringere Neigung gegen 
die Horizontale als die 1-Esterkurve hat und wiirde bei Reduktion auf 
den gleichen MaBstab in dem Mittelstiick eine noch flacher verlaufende 
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Tangente besitzen, waihrend theoretisch beide Kurven den gleichen 
Neigungswinkel der Tangente im Wendepunkt haben miibten. Es 
soll nicht verkannt werden, daB aus dem Verhalten sowohl Bamanns 
als auch unserer Aktivitaéts-p.-Kurven nicht allzu weitgehende Folge- 
rungen zu ziehen sind, zumal da (besonders bei unserem d-Ester) er- 
hebliche experimentelle Schwierigkeiten bestehen und daher die Fehler- 
breite eine ziemlich groBbe ist. Ob zwischen den Befunden bei der 
Racematspaltung (Inversion) und dem Verhalten der p.-Kurven ein 
innerer Zusammenhang besteht, ob sie auf die gleichen Ursachen zuriick- 
zufiihren sind, muB noch dahingestellt bleiben. 


Zusammenfassung, 

Uberblicken wir unsere Ergebnisse und angeschnittenen Fragen, 
so kénnen wir feststellen, daB wir auch am Methylester der Mandelsaure 
die von Bamann am Athylester entdeckte Inversion finden kénnen. 
Es wurde dabei nachgewiesen, dai die optische Einstellung von dem 
Verhaltnis der Ferment- und Substratmenge nicht abhangt, sondern 
nur von der Substratkonzentration bestimmt ist. Auch ein EinfluB 
der Spaltprodukte auf die optische Orientierung konnte ausgeschlossen 
werden. 

Es wurden fiir die einzelnen Modifikationen des Mandelsiure- 
methylesters Aktivitats-p,-Kurven aufgestellt. 

Es ist nicht gelungen, den Mechanismus, der der Inversion zu- 
grunde liegt, aufzufinden. Jedenfalls ist es nicht mdédglich, sie aus 
dem Zusammenwirken der Affinitaéts- und Hydrolysekonstanten der 
Reaktionszwischenprodukte zu erklaren. Im Gegenteil, legt man die 
Annahmen von Michaelis und Menten unserem Problem zugrunde, so 
gelangt man zu bisher nicht geklarten Widerspriichen. 
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Der Stickstoffwechsel beim Saugkalb mit Milchfiitterung. 


(Bestimmung des Gesamtstickstoffs, des Harnstoffs, der Harnsiiure, des 
Kreatinins, Kreatins, der Hippursiure und des Ammoniaks.) 


Von 
S. J. Erler und K. J. Pawlowsky. 


Aus dem Laboratorium der allgemeinen Zootechnik des landwirtschatt 
lichen Instituts zu Kiew. Wissenschattliches Forschungskatheder det 
Sektion iiir Futter und Fiitterung.) 


( Fingegange nam 13. Auqust 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wie bekannt, ist der Harn ein Exkret, das Endprodukte vom 
Stoffwechsel im Organismus enthalt und sich in Abhangigkeit von 
der Gattung des Tieres sowie den Bestandteilen der Nahrung bei 
einem und demselben Tiere veraindert. Es ist natirlich, daB die 
Untersuchung dieser Fliissigkeit auBerordentlich . interessant und 
wichtig fiir das Leben ist. Besondere Aufmerksamkeit verdienen 
die Stickstoff enthaltenden End produkt des Stoffwechsels dadurch; 
dap sie aus dem Organismus fast ausschlieBlich mit dem Harn aus- 
scheiden. 


Indessen gibt es verhaltnismaBig wenig Arbeiten, die diesem 
Thema von auBerordentlicher Bedeutung gewidmet sind, besonders 
schwach ist untersucht der Harn des GroBviehes in friiherem Alter. 

Von derartigen Arbeiten sind zu erwahnen dic bekannten Versuche am 
Kalbe von E. Soxhlet (1), Fingerling (2), Zunz und Ostertag (3). 

Die genannten, bekannten Gelehrten bestimmten quantitativ nut 
Harnstickstoff und lieBen Harnstoff, Hippur:dure, Kreatinin, Kreatin und 
anderes auBer acht. 
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Mit der Frage nach der Quantitaét des Kreatins im Harn bei er- 
wachsenen und jungen Haustieren beschaftigte sich Méinzer (4), welcher 
fand, daB 1 Liter Harn enthalt : 


beim Pferd ....... .. . 0,82 bis 3,5 g Kreatin 
o SM. . we sn eo ss OT wn Ee a 
» Me «tee wise s + Se, Gee ne 
gb WEE Sos + 3s + 3 ee S ee 
a. ME 3 6s a ee ok Ss ee we Eee " 


So bedeutende Zahlenschwankungen fiir jedes Tier erklart Miéinzer 
dadurch, daB er einzelne Quantitaten des Harns untersuchte, die in ver- 
schiedenen Zeiten des Tages genommen wurden (friih, abends, vor und nach 
der Fiitterung). 


Die Ergebnisse Miinzers sind zwar interessant, geben aber keinen 
AufschluB, weil es auf Grund derselben schwierig ist, die Quantitat 
der Tagesausscheidung des Kreatinins im Harn dieses oder jenes 
Tieres zu beurteilen und dieselben zur Erklairung des Ejinflusses dieser 
oder jener Bedingungen auf die Ausscheidung des Kreatinins zu_be- 
nutzen. 


Prayons und Palladin (5), die die Kreatininmenge im Harn der 
Schafe bestimmten, benutzten zu ihren Untersuchungen Harn, der in 
einzelnen Tagen gesammelt wurde. Die genannten Gelehrten stellten auf 
Grund ihrer Untersuchungen bei diesen Tieren die Quantitaét des aus- 
geschiedenen Kreatinins und den Kreatininkoeffizienten fest. 


In der von uns durchgesehenen Literatur ist es uns nicht gelungen, 
Hinweise zu finden auf Untersuchungen tiber die Stickstoffbestandteile 
des Harns der Kalber bei ausschlieBlicher Milchfiitterung. Der Wunsch, 
diese wichtige Liicke auszufiillen, bewog uns, eine analytische Unter- 
suchung dieser Frage durchzufiihren. 


Zum Versuche wurde von uns ein 20 Tage zihlendes Ochslein reinen 
hollindischen Blutes gewahlt (geboren 11. V. 1929), das Gewicht des 
Kalbes vor dem Versuch (31. Mai) war 55 Kilo, nach dem Ende des 
Versuches 63,5 Kilo (10. Juni). Die ersten 3 Tage erhielt das Kalb 
Milch von der Mutter zu je 7000 g, vom vierten Tage an wurde die 
Tagesration auf 8,900 g erhéht, wobei die Milch von verschiedenen Kiihen 
stammte. Die Milchration wurde erhéht, weil das Kalb Zeichen von 
créBerem Appetit zeigte. 


Die Versuchsperiode dauerte 9 Tage und fiir diese Zeit wurde das 
Kalb in einem speziell dazu konstruierten Kafig untergebracht. Harn 
und Kot wurde restlos gesammelt. Tage:-harn wurde abends nach dem 
Wiegen auf Eis gestellt und zu demselben Nachtharn nach dem Abwagen 
hinzugefiigt, sorgfaltig vermischt, und in diesem fiir den ganzen Tag 
(24 Stunden) gesammelten Harne bestimmte man zuerst das spezifische 
Gewicht und die Reaktion (letztere wurde taglich einige Male kontrolliert 
unmittelbar wahrend des Ausscheidens des Harnes durch das Kalb) und 
nachher nahm man einen bestimmten Teil (1/5) des Harnes zur Be- 
stimmung des Gesamtstickstoffs des Harnstoffs, der Harnséure, des 
Kreatinins, Kreatins, der Hippurséure und des Ammoniaks. 
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Den Gesamtstickstofi bestimmte man nach Ajeldahl, Ammoniak 
nach Bang (6), Harnstoff nach Pineussen (7) mit der Urease, Kreatinin 
und Kreatin auf kolorimetrische Weise nach Folin und Morris (8), Hippur- 
-aure nach dem Breslauer Verfahren und MHarnsdure kolorimetrisch 
nach Bang. 


Tabelle II. 


Verdauungskoeffizient des EiweiBes und Aneignung der Milch durch 
das Kalb. 





Stickstoff 
Koefti- Stickstoff in der 


oe a zient der in der Tages- Stickstoff Ausge- 

T; a Ta “a5 Ver- Tages- quantitiit angeeignet Schiedener 
Datam age: : ptt diinnung quantitat des yon dem 5Stickstoft 

quantitat quantitat des des Harnes Kalbe in °/9 des 

der Milch des Kotes | p. oe, = ‘ ° verzehrten 

Eiweifes Harnes und des , 
Kotes 
g g g g g £ 

81. V. 35,0756 2,992 91,47 11,8572 14,349 20,727 59,09 
a Vi. 35,6412 1,720 95,17 11,9483 13,668 21.973 61,65 
3. VI. 35,4529 1,531 95,68 11,1128 12,644 22.809 64.34 
4. VI. 42.6728 1,321 96,90 9.6185 10.935 31,738 73,37 
5. VI. 39,0988 1,091 97,20 13,5208 14,612 | 24.397 62.54 
6. VI. 38,5776 = 1,561 95.95 13,2587 14,820 23,758 61.58 
498 36,4224 = 1,370 96,23 13,3489 14,719 21,703 59,58 
6. VE. 39,4402 2,130 94.59 12,1059 14,236 25,204 63,9) 
9. VI. 36,2072 1,495 95,87 13,9536 15449 20,758 57,33 


Durehschnitt 37,6110 1,690 95,45 12,2466 13,9387 23,674 62,59 


Aus den Zahlen der Tabelle I] ist ersichtlich, dais der Ver- 
dauungskoeffizient des EiweiBes in der Milch, welche das Kalb 
genossen hatte, hoch war: durchschnittlich 95,45: beinahe der- 
selbe Koeffizient der Verdauung des EiweiBes in der Milch 
wird auch von Soxhlet fiir sein Versuchskalb angegeben, nam- 
lich 94,38. 

Was den Milchstickstoff anbetrifft, so verbrauchte das Kalb aus 
der gesamten Quantitét zum Ausbau seiner Gewebe 62,59°., dieser 
Prozentsatz ist bei upserem Versuch etwas niedriger als bei den anderen 
bekannten Forschern, so hatte FE. Soxhlet 68,40°,, Fingerling 71°., 
und Zunz und Ostertag 70°, gefunden. (Ihre Versuchskilber waren im 
Alter von 2 bis 3 Wochen.) 


Wir erklaren den niedrigeren Prozentsatz des angeeigneten Stick- 
stoffs in unserem Versuch durch das Alter des Tieres; es zahlte am 
Ende des Versuchs 4 Wochen. 
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Tabelle II]. 
Tagesausscheidung an Stickstoff im Harn des Kalbes. 
Stickstoff Stickstoft a ; Stickstoff 
in der in %/y der | parnes Tages- | der Milch 
Harn Tages- der oat lkg ration auf lke Gewicht 
Datum fiir quantitat Tages- Gewicht der Gewicht des 
den Tag des quantitit fon Milch des Kalbes 
Harnes des Kalbes Kalbes 
Harnes 
eem g g g £g kg 
a 5621 11,3572 0,292 0),20383 7000 0.6280 5DSS 
2. ¥i. 5040 11,9488 | 0,237 0.2107 7000 0.6285 56,70 
3. VI. 5SLO 11,1128 0,191 0.1931 7000 0.6160 57,55 
4. VI. 5100 9.6135 O.188 0.1646 S000 0.7306 58.40 
6. Vi. 5870 13,5208 1,230 0,2281 S000 0.6583 59,25 
6. VI. 6230 13,2587 0,212 0.2210 S909 0.6419 60,19 
q VE 5970 13,3489 0,223 0.2199 S000 0.5975 60,95 
8. VI. 5318 12.1059 0,227 0.1958 8000 0.6381 61.80 
9. VI. 6475 13.9536 0.215 0.2227 8900 0.5779 62.65 
Durchschnitt 5714.9 12,2466 0,214 0.2065 0.6352 
Aus den Zahlen der Tabelle IL] ist ersichtlich. daB die Taces- 
ausscheidung an Stickstoff im Harn ziemlich gleichmaéBig erfolgt. auber 


am 4. Juni, wo man ein Zuriickgehen bemerkt ; im allgemeinen ist die Kuri 





de ea 1 ussche ide LS Jur dic Janz Ve rsuchspe riode we Lhe form iq. 
Der Harnstoff. 
(Harnstoffwechsel beim Saugkalb.) 
Tabelle IV. 
Quantitativer Harn:toffgehalt in der Tagesquantitat des Harns. 
N des 
ai stotfs N des N des 

“yy Harnstoft N in % Harnstofts Harnstoffs N 

estes Tages- fiir des in %, der auf 1 kg in einem 
‘ quantitat den Tag Gesamt- Gesamt- Gewicht Liter 
des Harnes stickstoffs menge des des Kalbes 
Harns 

g g £ gz 
31. V. 8,9596 19,1811 78,81 0,16 0,160 26 3,4123 
2. VI 8.8255 18.9139 73.86 017 0,155 65 3.7525 
3. VI 8.0255 17,1986 72.21 0,14 0,139 45 2.9601 
4. VI. 6.8737 14,7303 71.59 013 0.117 70 2 8882 
5. VI. 10,2028 21,8646 75,46 O17 0,172 19 3,7248 
6. VI 10,3219 22,1198 77,85 0,17 0,172 03 3.5505 
7. VI 10,4495 22,2888 78.28 0.18 0,171 44 38,7334 
8. VI. 9.5511 20,4680 78,89 018 0,154 54 3.8488 
9. VI. 11,0476 23.6759 79,17 0,17 0.176 33 3.6563 
Durchschnitt 9.3609 20,0604 76,22 0.16 0,157 73 3.5018 


Aus den in der Tabelle IV angefiihrten Ergebnissen kann man 


schlieBen, daB 


im 


Harn 


des 


Kalbes 


stickstoffs zum Gesamtstickstoff nicht hoch ist 


das Verhaltnis 


des 


Jarnstoff- 


durchschnittlich 
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fiir die Versuchsperiode (9 Tage) 76,22; Minimum 71,50, Maximum 79,17. 
Ein etwas anderes Bild sieht man bei erwachsenen Tieren derselben 
Gattung bei der Fiitterung mit anderem Futter — in solchem Falle 
ist der Harnstoffprozentgehalt verhaltnismaBig héher. So war in 
unseren noch nicht veréffentlichten Versuchen mit Melkkiihen bei der 
Fiitterung mit Kleegras der Stickstoff des Harnstoffs 82,61°, und 
bei der Fiitterung mit Wicke-Hafer-Gemisch 86,72 °,. 

In einer Arbeit von Palladin findet sich eine Tabelle von Sjéquist, 
in welcher gezeigt wird, daB bei Kindern das Verhaltnis des Harnstoff- 
stickstoffs zum Gesamtstickstoff um 4°,, kleiner ist als bei den Er- 
wachsenen. Bei Erwachsenen, die Fleischkost gebrauchen, schwankt 
der Prozentsatz zwischen 84 bis 91 und bei Kindern mit Milchnahrung 
zwischen 73 bis 76. 

Man kann voraussetzen, daB die erhdhte Quantitat des Harnstoffs 
nicht nur von der Nahrung, sondern auch vielleicht vom Alter abhdangt. 


Bei der Berechnung des Harnstoffstickstoffs auf ein Kilogramm 
Kalbsgewicht erhalt man die Zahl 0,1577 mg und eine durchschnitt- 
liche Tagesausscheidung von Harnstoff von 20,0604 g. 


Harnsiure. 
(Harnsaéurewechsel beim Saugkalb.) 
Tabelle V. 


Tagesquantitaéat an Harnséure im Harn des Kalbes. 





Harnsiure- Harnsidure Harnsiure- | = Harnséure 
stickstoff in der in der stickstoff auf Harnskare- in J, der 
Datum Tagesquantitat Tagesquantitit 1kg Gewicht  Stickstoff in °/o Tages- 
des Harnes des Harnes des Kalbes jo Gesamt- quantitit 
Stickstoffs Gas teres 
£ £ £ 
a. ¥. 0,039 695 0,120 29 0,000 711 0,35 0,002 
s Fi. _ —_ _— _— — 
3. VI. 0,048 541 0,147 09 9,000 843 0,44 0,003 
4. VI. 0,051 668 0,156 57 0,000 884 0,54 6,003 
5. VI. 0,046 877 0,142 05 0,000 791 0,35 0,002 
6. VI. 0,059 416 0,180 05 0,000 988 0.45 0,003 
7. VI. 0,040 977 0,124 17 0,000 672 0,31 0,002 
8. VI. 0,038 135 0,115 56 0,000 617 0,32 0,002 
9. VI. 0,045 949 0,139 24 0,000 733 0,33 0,002 
Durchschnitt 0,046 407 0,149 62 0,000 780 0,39 0,002 


In bezug auf die Harnsaure ist es bekannt, daB die grasfressenden 
Tiere mit dem Harn nur Spuren derselben ausscheiden, indessen zeigen 
die Zahlen der Tabelle V, daB das Kalb mit dem Harn durchschnittlich 
an einem Tage 0,14062 g Harnsaéure mit Schwankungen von 0,11556 
bis 0,18005 g ausschied, d.h. ziemlich merkbare analytische Grépen. 











| 
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Die Stickstoffmenge in der Harnséiure berechnet auf 1 kg Kalbs- 
gewicht ist 0,78 mg. : 
Das Verhaltnis des Harnsaurestickstoffs zum Gesamtstickstoff 
ist durchschnittlich 0,39. 


Kreatinin. 
(Kreatininst offwechsel beim Saugkalb.) 

Folin hat festgestellt, daB die Ausscheidung von Kreatinin bei 
kreatininloser Nahrung gleichmaBig erfolgt und nicht von der Quantitat 
oder Qualitét des EiweiBes der Nahrung abhaingt. Diese GréBe ist 
fiir jedes Individuum bestandig und hangt nur von dem Gewicht des 
K6érpers ab. Daher ist Kreatinin ein Anzeiger des endogenen Prozesses 
des EiweiBstoffwechsels. Die Ausscheidung von Kreatinin kann zu- 
nehmen nur beim vefstarkten Zerfall des Gewebeeiweibes. Diese 
Meinung Folins wurde von anderen Forschern bestatigt und ist jetzt 
allgemein anerkannt: auf ihr fuBt die ganze Lehre von der Rolle des 
Kreatins im Stoffwechsel. 

Tabelle VI. 


Quantitativer Gehalt des Kreatinins im Tagesharn des Kalbes. 





| 


— - ; Kreatinin N des Kreatinin Kreatini Kreatinin- 
ry ae in der Kreatinins ant 1kg oe Kreatinin-  stickstoft 
Ds Tages- Tages- ouf lke Gewicht 1 Liter stickstoff in 9 dex 
atum quantitat quantitat —_ ht des in * — : ae 
‘ arnes es albes arne resamt- quantiti 
—., Harne Kalbes Kalbe Harnes stickateffs 1 _ om 
Harnes 
£ £ £ — £ 
Ba... ¥> 0.7535 2.0365 0,0135. 0.03643 0.362 6,63 0,013 
2 Vi. 0,7674 2.0740 0.9135. 0.03654 0,412 6,42 0,015 
3. VI. 0.8115 2.1933 0,9141 0,038 17 0,378 7,30 0,914 
4. VI 0.8797 2.3776 0,0151 0,04067 0,466 9,15 0,017 
5. VI 0,9020 24878 0,0152 0,04110 0,415 6,67 0,015 
6. VI. 0,9038 2.4428 0,0150 0,04060 0,392 6,81 0,015 
7. Ve 0,8862 2.3952 0,0145 0,03926 0,401. 6,63 0,015 
8. VI. 0,8553 2.3117 0,0138 0.03727 0,435 7,06 0,016 
9. VI. 1,0304 2.7849 0,0164 0.04441 0,430 7,38 0,016 


Durchschnitt 0,8655 2.3393 0.0146 0,03938 0,410 7,12 0,015 


Aus den in der Tabelle VI angefiihrten Zahlen ist folgende inter- 
essante Tatsache ersichtlich: Das Kalb schied in dieser Versuchs- 
periode mit der Tagesquantitét des Harns durchschnittlich 2,3393 g 
Kreatinin aus: diese Quantitaét war fiir einzelne Tage ziemlich be- 
stindig und schwankte nach dieser oder jener Seite unbedeutend, 
zwar bemerkte man fiir diese Versuchsperiode eine Tendenz zum Steigen, 
was durch die allmahliche tagliche Gewichtszunahme des Tieres 
zu erklaren ist. Bei der Berechnung des ausgeschiedenen Kreatinins 
auf ein Kilogramm Gewicht des Kalbes nahern sich die Zahlen 
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einander, nimlich von 0,03643 bis 0.04441. Daneben muf man noch 
hinweisen auf das verhaltnismabig hohe Verhaltnis des Kreatinin- 
stickstoffs zum Gesamtstickstoff —- 7,12: wenn man aber den Stick- 
stoff des Kreatinins auf ein Kilogramm des Gewichts vom Kalbe 
berechnet, so ist seine durchschnittliche Quantitat 14,6 mg. 


Wenn man aber diese Ergebnisse mit unseren noch nicht veréffent- 
lichten Ergebnissen vergleicht, die wir aus den Versuchen an Kiihen 
bei anderer Fiitterung erhielten, so sehen wir, daB bei den Kiihen 
mit Wicke-Hafer-Gras-Fitterung das Verhaltnis des Kreatininstick- 
stoffs zum Gesamtstickstoff bei der einen Kuh 1,98, bei der zweiten 
1,74 und bei der dritten 1,82°,, und bei Fiitterung mit Klee-Gras bei 
der einen 2,11", und bei der zweiten 2,33", war, d.h. die Gripen 
sind fast dreimal kleiner als beim Saugkalb. 


Kreatin. 
(IXreatinstoffwechsel beim Saugkalb.) 

Die Kreatinausscheidung im Harn bei Kindern und im Friihalte! 
bei Tieren ist bis heute umstritten. Schwarz, Wolf bestreiten Kreatin- 
ausscheidung im Kinderharn, und Mae Crudden, Rose, Amberg, Moril, 
Folin, Denis, Krause erachten das Kreatin als einen normalen Bestand- 
teil des Kinderharns. 

Klossen fand das Kreatin bei jungen Hiindchen und Kiatzchen. 
Palladin behauptet bestimmt, daB bei Pflanzenkost der Kindesharn 
Kreatinin und Kreatin enthalt. 

In der unten angefiihrten Tabelle sind die analytischen Ergebnisse 
unseres Versuches iiber den Kreatingelhalt im Harn des Kalbes angegeben. 


Tabelle VII. 


Quantitativer Kreatingehalt im Tagesharn des Saugkalbes. 





; ’ Kreatinin- 
: jckstott Kreatin Kreatin- a AS Kreatinin- Kreatin- 
in der in der | Stickstoff stickstoff Stickstoff Kreatin-  stickstoff 
Tages- Tages- auf kg “in der | auf 1kg stickstoff im °/o der 
Datum quantitut | quantitit Gewicht Tages- Gewicht in) des Tages- 
des des des : quantitat des Gesamt- quantitat 
Harnes Harnes Kalbes des Kalbes — stickstoffs des 
Harnes Harnes 
- £ £ ~ fhe 
2. VI. 0,4030 1,2595 0.00711 1,1704 20,64 3,37 0,098 
S.: ¥L. 0,5820 1,8187 0,01010 1,39385 | 24,21 5,37 0,010 
4. VI. 0,3939 1,2311 0,00674 1,2737 21,81 4,10 0,098 
5. VI. | 0,2430 = =0,7594  0,00410 1,1450 19,32 1,80 0,004 
6. VI. 0.2508  0,7837 0.00417 1,1546 19,21 1,90 0,004 
7. VI. 0,2336 0,7301 0.00383 1,1199 , 18,37 1,80 0,004 
8. VI. 0.2496 0,7801 0,00403 1,1050 17.87 2,06 0,005 
9. VI. 0.2996 | 0,9363 0,00478 1,3300 21,22 2,15 0.005 


1 
Durchschnitt 0,3319 | 1,0374 | 0.00561! 1.2115! 2033 280 | 0,006 




















Stickstoffwechsel beim Saugkalb. 97 


Aus den Zahlen dieser Tabelle VII folgt der wichtige Hinweis 
darauf, eine wie groBe Menge Kreatin der Harn eines jungen Tieres 
enthalt. Das Kalb schied in der Tagesquantitaét des Harns 1,0374 g 
Kreatin aus. Wir kénnen also nur die Kreatinausscheidung im 
,jungen** Harn bestatigen. 

Was die Tagesausscheidung an Kreatin betrifft, so kann man, 
wenn man die Zahlen fiir die ganze Periode betrachtet, auf Grund 
derselben zwei Phasen (zwei Perioden) feststellen; die ersten 2 Tage 
mit einer Tagesration zu je 7000 g und der erste Tag mit 8000 g Milch 
machen die erste Phase aus, und die zweite die iibrigen Versuchstage ; 
in den beiden Phasen sind die Schwankungen des Kreatins gering 
und stehen fast auf ein und derselben Héhe. 

Dasselbe Bild ergibt sich auch bei der Berechnung des Kreatinin- 
stickstoffs auf 1 kg Gewicht. Bei der Umrechnung des Kreatinins 
und Kreatins auf 1 kg Gewicht werden die Phasen vertauscht. Der 
Kreatininkoeffizient ist 20,33. In unseren noch nicht ver6ffentlichten 
Versuchen an Melkkiihen mit anderer Fiitterung waren die Kreatinin- 
koeffizienten folgende: fiir die eine Kuh 9,3, fiir die andere 10,9, so- 
mit ist beim Kalb der Kreatininkoeffizient zweimal so hoch. 

Die Milchkost und vielleicht auch das junge Alter férdern, wie es 
scheint, das Steigen des Kreatininkoeffizienten. 


Hippursiaure. 
(Hippurséurewechsel beim Saugkalb.) 


Tabelle VIII. 


Quantitativer Gehalt an Hippurséure im Tagesharn des Saugkalbes. 





Hippur- 


P ar i = Hippur- : ippur- ippur- 
seg Ua NT. Migpers omar, era 
Datum qaanara quamtiat aut The | MY, Mes er Tages- 
des Harnes “es Harnes Gewicht ; >Gesamt- quantitat 
stickstoffs des Harnes 
£ £ £ £ 
| oan 4 1,1321 14,4910 0,02027 0,2070 9,97 0,020 
= Ve. 1,1345 14,5221 0,02001 0,2075 9,50 0,023 
3. VI. 1,3407 17,1615 0,02329 0,2452 12,06 0,023 
4. VI. 1,1425 14,6237 0,01956 0,1828 11,88 0,022 
5. VL 1,2439 15,9218  0,02099 0,1990 9,20 0,021 
6. VI. 1,2178 15,5875  0,02026 0,1948 9,20 0,020 
7. VI. 1,3133 16,8103 0,02154 0,2101 9,83 0,022 
8. VI. 1,0840 13,8752 0,01754 0,1734 8,95 0,020 
9. VI. 1,2153 15,5555 0,01939 0,1944 8,71 0,019 
Durehschnitt 1,227 15,3943 0.02032 0,2015 9,92 0,020 


Da die Milch zyklische Verbindungen enthalt, so sind wahrscheinlich 
diese die Haupterzeuger der Hippursaure. 
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Aus den in der Tabelle VIII angefiihrten Zahlen ist ersicht- 
lich, daB das Kalb in der Tagesquantitat des Harns ziemlich 
viel Hippursdure ausschied, durchschnittlich 15,3943 g (Minimum 
13,8752, Maximum 17,1615 g), wobei die Tagesausscheidungen 
wellenférmig erfolgen, d.h. von der DurchschnittsgréBe nach dieser 
oder jener Seite abweichen. Auf 1 kg Gewicht bezogen, wurde 
an Hippursaurestickstoff 0,02032 g und auf 100 g Milch 0,2015 ¢ 
ausgeschieden. 


Ammoniak. 


(Ammoniakwechsel beim Saugkalb.) 


Wdhrend der Versuchsperiode wurde niemals Ammoniak im Kalbs- 
harn gefunden. Das Fehlen des Ammoniaks kann man vielleicht da- 
durch erkliren, daB zur Neutralisierung der geringen Mengen 
der organischen Sauren, die im ProzeB des Stoffwechsels bei Milchkost 
gebildet werden, die Vorrate der Blutalkalien geniigen und da- 
durch wahrscheinlich der Teil des Amidstickstoffs, welcher beim 
erwachsenen ‘Tiere zur Neutralisation der Sauren in Ammoniak 
ubergeht, beim Saugkalb zur Synthese des Harnstoffs benutzt 
wird. Die Tabellen IX und X sind auf Grund der durchschnitt- 
lichen Berechnungen aus neun Tagesuntersuchungen des Kalbsharns 
zusammengestellt. 


Tabelle IX. 


Durchschnittliche Menge der Stickstoffbestandteile im Kalbsharn fiir die 
Periode von 9 Tagen in Grammen. 





— Stickstoff a 
Gesamt. | Stickstotr | SUCKStOM | Stickstoff | der —_—Stiekstoff_ Stickstom® Stickstoff 
stickstoff des Hippur- des anderen des der Ammo- 
: ? Harnstoffs IP] Kreatinins Bestand- Kreatins Harnsiure 
siure teile niaks 


12,247 9,361 1,203 0,866 0,438 0,332 0,0464 0 


Tabelle X. 


Durchschnittliches Verhiltnis der Stickstoffkérper zum Gesamtstickstotf 
fiir die Periode von 9 Tagen. 





Stickstoff 


; Stickstotr Stickstof!  stiekstot der _Stickstoff | Stickstorr | Stickstoff 
Gesamt- der : tak des 
stickstoff des a des iibrigen des der ne 
' Harnstoffs IPR Kreatinins Bestand- Kreatins Harnstiure “S. - 
siure teile niaks 
100 | 76,22 9,92 7,12 3,55 2.80 0,39 0 


Aus den in diesen Tabellen angefiihrten durchschnittlichen Zahlen- 
groBen der Stickstoffbestandteile (fiir die Periode von 9 Tagen) kann 
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man ein interessantes Quantitits- und Prozentverhiltnis zum gesamten 
Stickstoff und zueinander gewinnen; das ist noch mehr ersichtlich aus der 
graphischen Darstellung Abb. 1. 
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Abb. 1. 
Die Kurven der Tagesausscheidung von Stickstoffbestandteilen im Harn in g. 


Auf 1 kg Gewicht des Kalbes wurde ausgeschieden in Gramm: an 
Gesamtstickstoff: 0,214 g; 
davon an Stickstoff des Harnstoffs 0,158 
der Harnsiéiure 0,00078 
des Kreatinins 0,0146 
»  Kreatins 0,005 61 
der Hippursaure 0,020 32 
Wenn man diese Ergebnisse, die durch analytische Untersuchungen 
erhalten worden sind, vergleicht, so kommt man zu dem SchlubB, daB 
der Harn des Saugkalbes, das mit Milch genadhrt wird, fast alle 
Hauptkomponenten des Stickstoffwechsels enthalt. 
Auf Grund dieser Ergebnisse kann man foigende Schliisse ziehen: 
1. Die Kurven der Ausscheidungen, gezeichnet fiir die ganze Versuchs- 
periode fiir alle Stickstoffbestandteile des Harns, machen kleine Tages- 
schwankungen, d.h. der Tagesgang der Ausscheidung an Stickstoffbestand- 
teilen erfolgt wellenférmig. 
2. Der Harn des Saugkalbes ist alkalisch. 
3. Der Prozentgehalt an Harnstoff-Stickstoff beim Saugkalb ist ge- 
ringer, als beim erwachsenen Tiere derselben Gattung. 
4. Der Harn der Saugkdlber enthdlt eine bestimmbare Quantitdat 
Harnsdure. 
5. Im Harn der Saugkélber ist als ein stdindiger Bestandteil Kreatin 
enthalten. 
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. Der Kreatininkoeffizient beim Saugkalb ist 20,33. 
. Der Hippursduregehalt des Harns von Saugkdlbern ist betrdchtlich. 
. Bei Milchfiitterung fehlt bei den Saugkéalbern das Ammoniak, 


ao +1 
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Uber das Wesen der Fermentwirkung im allgemeinen. 


Von 


A. Fodor und Lea Frankenthal. 


(Aus dem Institut fiir Bio- und Kolloidchemie der Hebraischen Universitat, 
Jerusalem. ) 


(Eingegangen am 27. August 1930,) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bereits vor langer Zeit hatte man es verstanden, die Ferment- 
wirkungen nach ihren grob-spezifischen AuBerungen zu differen- 
zieren, so z. B. die Verdauungsfermente des Darms voneinander 
zu unterscheiden, ebenso die Diastase aus den keimenden Samen 
zu isolieren und das Rohrzucker spaltende Ferment, Invertin, 
zu extrahieren, ferner die Katalase und _ dergleichen mehr. 
Auch das in den bitteren Mandeln vorkommende Emulsin, wie man 
heute wei, ein komplex zusammengesetztes Fermentgemisch, ist 
seit vielen Jahrzehnten bekannt. Alle diese Fermente wurden im 
Gegensatz zu den Garungsfermenten als ,,ungeformt, d. h. un- 
organisiert, angesprochen, bis zur Buchnerschen Entdeckung der 
zellfreien Garung, die erwies, daB auch das Garungsferment ,,unge- 
formt* existieren kann. 

Losgelést vom Milieu des protoplasmatischen Lebens hatte man die 
Fermente als reine Katalysatoren betrachtet und ging an das Studium ihrer 
kinetischen Wirkungen. Inwiefern sie den Gesetzen einer idealen Katalyse 
wirklich entsprechen, konnte nicht ermittelt werden, denn dazu sind die 
Fermentsysteme viel zu empfindlich und labil. Eine positive Feststellung 
verdankt man hingegen diesen physikalischen Messungen, namlich die, 
daB sich das der bestimmten Fermentwirkung unterliegende Substrat und 
die Zerfallsprodukte des letzteren mit dem aktiven Bestandteil des Ferment - 
systems verbinden. Im Sinne der katalytischen Theorie hatte man also von 
einer Zwischenproduktskatalyse zu reden. Das Substrat zerfallt in seiner 
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Verbindung mit der aktiven Substanz in die Reaktionsprodukte, die einen 
Anteil der ersteren in Bindung behalten. Nach der Auffassung von 
L. Michaelis, H. von Euler und ferner R. Kuhn dart man sogar von definier- 
baren Affinitaten zwischen Ferment und Substrat, Ferment und Reaktions- 
produkten sprechen, doch haben sich bestimmte und fiir ein gegebenes 
Ferment charakteristische zahlenmaBige Affinitatskonstanten bei keinem 
Ferment ergeben, nicht einmal beim auBerordentlich stabilen und leicht 
zuginglichen Hefeinvertin (Saccharase). 

Die herrschende Auffasung wurde bis zum heutigen Tage von 
strukturchemischen Gesichtspunkten bestimmt. Man stellt sich das 
Ferment oder Enzym als ein organisches Molekiil asymmetrischer 
Konfiguration vor, das sich mit dem Substrat kraft seiner spezifischen 
chemischen Gruppen und ihrer Affinitét zu solchen des Substrats lose 
verbindet, wobei infolge des asymmetrischen Baues dieses Enzym- 
molekiils eine bestimmte, und zwar die in der Natur vorkommende 
optisch-aktive Form des Substrats ausgewahlt wird. Ist das Substrat 
ein Racemkoérper, so wird es nur zur Halfte gespalten. Diese Tatsache 
wurde durch zahlreiche eindeutige Versuchsergebnisse zu einer solchen. 
Der Entdecker dieser Stereospezifitat der Fermentwirkung ist Emi/ 
Fischer gewesen. 

Dies bringt uns auf die Frage spezifischer Fermentwirkungen. 
Neben der AuBerung der rohen Formen der spezifischen Wirkung, 
daB etwa ein proteolytisches Ferment keine Kohlenhydrate spaltet 
und umgekehrt, gibt es zahlreiche feine Erscheinungen der Spezifitat. 
von denen die strenge Einstellung auf zwei raumisomere Formen eines 
und desselben Koérpers wohl die extremste ist. Die Fermente spalten 
also nicht lediglich chemische Bindungen zwischen bestimmten Gruppen. 
sondern es ist vonnéten, dab diese Bindungen Komponenten (Bau- 
steinen) des Substrats angehéren, die eine bestimmte raumliche Ver- 
teilung ihrer Atome aufweisen. So stellt z. B. der Rohrzucker eine 
a-Fructosidoglucose dar. Wichtig fiir den Angriff durch die Saccharase 
ist einmal die raumliche Beschaffenheit der Fructosekomponente, 
d.h. diese muB «-fructosidisch sein. Sodann muB sie frei und endstandig 
sein, d. h. es darf neben der Ketogruppe der Fructose, die zur Aldehydo- 
gruppe der Glucose eine Bindung entsendet, keine andere (somit keine 
alkoholische) Gruppe der Fructose besetzt sein. Es ist aber fiir das 
Eingriffsvermégen des Invertins der Hefe einerlei, wenn die Glucose- 
komponente ihrerseits weitere Bindungen an andere Kohlenhydrat- 
bausteine iibertragt, da diese die Freistandigkeit des Fructoserestes 
nicht weiter beeinflussen. So wird also die x-Fructosido-glucosido- 
glucose (Gentianose) oder die x%-Fructosido-glucosido-galaktose (Raffi 
nose) nach R. Kuhn durch die Hefesaccharase ohne weiteres gespalten, 
da sie den besagten Anforderungen Geniige leisten. Dagegen ist dies 
bei einer Glucosido-fructosido-glucose (Melecitose) nicht mehr der 
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Fall, wie aus der Struktur dieses Trisaccharids ersichtlich ist. 
Hier greift dagegen ein in der Takadiastase (Aspergillus oryzae) be- 
findliches Ferment, eine Glucosaccharase (Hefeinvertin ist danach 
eine Fructosaccharase), spaltend ein. 


Hier miissen wir den Faden der Darstellung ein wenig unterbrechen und 
berichten, daB es nach dem, was wir iiber die herrschende Auffassung in der 
Frage des Wesens der Fermente vernommen haben, nur selbstverstandlich 
war, wenn die organisch-chemische Forschung daran ging, die Fermente als 
Kérper, als Molekiile, zu isolieren, sie zu reinigen und analytisch zu identi- 
fizieren, wie dies zu den Methoden der praparativen Chemie gehort. R. Will- 
stdtter und seine zahlreichen Schiiler unterwarfen sich dieser Aufgabe, 
nachdem sie als ein geeignetes Reinigungsverfahren die Adsorptionsmethode 
eingefiihrt haben. Uhre Methode beruht auf der Uberlegung, daB die Fermente 
(oder Enzyme in ihrer Terminologie) bei den herkémmlichen Verfahren ihrer 
Isolierung aus Geweben und Organen durch Mazeration, Pressen, Extraktion 
usw., mit akzessorischen und daher irrelevanten ,,Begleitstoffen*‘, die aus dem 
Milieu des betreffenden Organs bzw. der ausgezogenen Zellen herriihren, 
verunreinigt sind, und da8 die Befreiung der reinen Enzyme von diesen 
gelingen mu8, wenn man das ganze Gemisch auf die Oberflache von Ad- 
sorbenzien bringt und versucht, das Ferment aus dem Adsorbat wieder 
zuriickzugewinnen, zu eluieren. Fortgesetzte Adsorptionen mit nach- 
tolgenden Elutionen muBten schlieBlich zum Ziele fiihren, vorausgesetzt, 
daB man die geeigneten aiuberen Bedingungen fiir y anc Verfahren aus- 
findig macht, also bei giinstigen Azidititen, Verdiinhungen usw. operiert. 
Es zeigte sich bald, daB die Adsorption durch Kaolin oder Aluminium- 
hydroxyd am besten dann gelingt, wenn man die betreffende lebende 
Materie zuerst einer Autolyse unterwirit, bei der die protoplasmatischen 
Bestandteile durch Abbau gelockert und die Enzyme sozusagen in Freiheit 
gesetzt werden. 

Bei diesen Versuchen zeigte sich aber noch mehr. Wenn nimlich die 
Wiederholung der Reinigungsverfahren gewisse Grenzen  itiberschreitet, 
dann gelangt man zu Eluaten, die nicht nur an Begleitstoffen, sondern auch 
an aktiver Materie immer armer werden. Kurz, die Reinigung, die im 
allgemeinen mit groBen Verlusten an aktiver Materie verkniipft ist, laBt sich 
nur bis zu einer bestimmten Stu/etreiben: ein Teil der Begleitstoffe aber muB 
erhalten bleiben, um das Fermentsystem selbst zu konservieren und vor der 
Zerst6rung zu schiitzen. 


Damit fallt die Méglichkeit, die Fermente zu reinigen, in die Reihe 
der Illusionen. Was wir aber aus.diesen Versuchen unbedingt lernen 
kénnen, ist die eminent groBe Bedeutung der Begleitstoffe fiir die E ristenz 
der Fermentsysteme. Wir miissen dementsprechend den Terminus 
.. Begleitstoffe*, der ihre Rolle als Verunreinigungen zum Ausdruck 
bringt, aufgeben und statt dessen den Begriff der Fermenttrdger ein- 
fiihren, wobei zugegeben werden mu, daB nicht alle in einem Ferment- 
system anwesenden Stoffe die Funktion von Fermenttragern haben 
miissen, daB unter diesen viele irrelevant sein kénnen, wahrscheinlich 
aber ist, daB die Zahl der unbeteiligten Stoffe viel geringer ist als man 
annimmt. 
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Bereits im Jahre 1920 hatte der eine von uns! die Gelegenheit, 
einen wohldefinierbaren Fermenttrager beim Studium der Peptidase- 
wirkung aus Hefemazeraten und PankreaspreBsaiften abzuscheiden 
und ihn als Phosphorprotein (ein dem Casein analoges Protein) zu 
identifizieren. Letzteres war durchaus einheitlich, sofern man an- 
gesichts der chemischen Natur der EiweiBstoffe tiberhaupt von einer Ein- 
heitlichkeit zu reden berechtigt ist. Das iiberraschende war, daB die 
Aktivitat der Kolloidsuspension dieses Proteins streng parallel mit 
seinem Dispersitatsgrad einherging, daB ferner lediglich die Enhydronen 
des Proteins aktiv waren. Eine Solvatisierung bis zum Zustande der 
Ekhydronen? stand der Aktivitaét hemmend im Wege. Damit war 
die Abhdngigkeit der Funktion eines kolloiden Trdgers der Ferment- 
wirkung vom physikalischen Zristande, dem Dispersitdts- und H ydrati- 
sierungsgrad, deutlich erwiesen. 


Spater gliickte es durch ein Adsorptionsverfahren mit nach- 
folgender Elution unter Zuhilfenahme von reinem, neutralen Glykokoll 
als Eluenz die Hefepeptidase an Glykokoll in praktisch eiweibfreier 
Lésung zu verankern*. Die Haltbarkeit eines solchen Glykokolleluats 
iibertrifft alle Erwartungen, sofern man unter aseptischen Bedingungen 
arbeitet. Wahrend also Protein als Trager infolge seiner eigenen un- 
aufhaltbaren Zustandsinderungen (Altern, Selbstkoagulation) eine 
baldige Selbstvernichtung der von ihm getragenen Aktivitat bedingt, 
gewahrt das Glykokoll infolge seiner molekular-dispersen und daher 
absolut bestandigen Beschaffenheit dem Fermentsystem selbst eine 
weitgehende Bestandigkeit ¢. 


Wir verstehen aus diesem Sachverhalt, daf der Trager die stofflich 
faBbare Komponente eines Fermentsystems darstellt. Er ist es, den wir 
unmittelbar erkennen kénnen, den wir abscheiden, extrahieren oder 
der Adsorption unterwerfen; Trager sind es ferner, die wir gebrauchen, 
um das aktive Prinzip von anderen Tragern zu eluieren, oder wie wir 
uns ausdriicken méchten, zu dislozieren. Unter der Dislokation ver- 
stehen wir die Ubertragung der aktiven Materie von einem Trager 
auf einen neuen Trager, wobei sich die Aktivitét sowohl im positiven 
als auch im negativen Sinne verandern kann. 


1 A. Fodor, Fermentforschung 4, 209, 1920; 6, 238, 1922; 6, 269, 1922; 
Kolloidzeitschr. 29, 28, 1921. 

2 Den Begriff der Enhydronen und Ekhydronen findet man beschrieben : 
A. Fodor, Kolloidzeitschr. 80, 313, 1922; 52, 81, 1930. Ferner: Die Grund- 
lagen der Dispersoidchemie, Dresden u. Leipzig 1926. 

8 A. Fodor, A. Bernfeld u. R. Schénfeld, Kolloidzeitschr. 37, 32 u. 159, 
1925. 


4 A. Fodor u. R. Schénfeld, ebendaselbst 39, 240, 1926. 
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Damit stehen wir vor zwei wichtigen Punkten unserer Auseinander- 
setzungen. Sie betreffen: 


1. Die Bedeutung multipler Trager und des Tragerwechsels fiir 
das Verstandnis der Fermentwirkung. 


2. Die Natur der mannigfachen Trager und ihren EinfluB auf den 
Verlauf fermentativer Vorginge. 


Zunachst hatten wir freilich eine andere Frage zu beantworten, 
namlich die: Was wird von Tragern getragen? Diese Frage laBt sich zur 
Zeit noch nicht mit Sicherheit beantworten. Was die aktive Materie re- 
prasentiert, die die multiplen Fermenttriger beladet, liegt zunichst 
innerhalb des Bereiches gewisser Anhaltspunkte. Ob hier eine organische 
Substanz, etwa eiweiBartiger Natur, oder aber andere Kolloide mit elek- 
trischen Ladungen, die von Ionen in einem besonderen, angeregten Zustande, 
vielleicht gar von Elektronen herriihren, im Spiele sind, wissen wir heute 
noch nicht. Vermutlich aber verankern sich diese Kolloide mit ihren 
Ladungen an die Trager und verteilen sich unter ihnen nach bestimmten 
Gesetzen, bzw. tlieBen von einem Trager auf den zweiten, wie die elektrische 
Ladung von einem Kondensor auf den zweiten iiberflieBt (hieriiber siehe im 
folgenden mehr). 


Zur Frage der spezifischen Fermentwirkung zuriickkehrend, 
wenden wir uns nunmehr der Spaltung der Polypeptide durch die Pepti- 
dasen zu. Die Polypeptide stellen Stoffe dar, die aus Aminosiuren 
als Bausteine zusammengesetzt sind, die untereinander durch Carbon- 
imidbindungen verkniipft werden. In einem Dipeptid kommt die 
gleiche Bindung einmal, in einem Tripeptid zweimal und dement- 
sprechend oft in einem héheren Polypeptid vor. Die Natur der Bau- 
steine kann sich je nach den beteiligten Aminoséuren andern: die 
Bindung, die sie untereinander vereinigt, bleibt stets die gleiche. AuBer- 
dem kehren bei jedem Peptid noch zwei Eigenschaften immer wieder, 
die durch die Natur der endstaindigen Gruppen des Gesamtmolekiils 
gegeben sind. Am einen Ende des letzteren steht. mit geringen Aus- 
nahmen immer eine freie Aminogruppe, am zweiten Ende dagegen 
stets eine freie Carboxylgruppe. Ein Polypeptid besitzt demgemab 
die folgende allgemeine Strukturformel: : 


| | 
(NH,—CH—C0)—(N H—C H—C0)—(N H— - - - —C0)—(NH—CH—C 0 OH) 
)—(= Ort der hydrolytischen Spaltung). 


Peptidspaltende Fermente sind in allen ptlanzlichen und tierischen 
Zellen verbreitet, ferner im Darm der Tiere vorhanden, wo sie durch die 
Sekrete der Darmdriisen ausgeschieden werden. Man unterscheidet seit 
langer Zeit zwischen dem Darmtrypsin und dem Darmerepsin. Ersteres wird 
mit dem Pankreassaft, letzteres auBberdem mit dem Darmsait ausge- 
schieden. Den geeignetsten Vertreter im Pflanzenreiche fiir das Studium der 
peptidspaltenden Fermente stellt die Hefezelle dar. 
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Bereits seit den Forschungen von E. Fischer und E. Abderhalden war es 
bekannt, da das Trypsin beziiglich seiner peptidspaltenden Eigenscha t 
nicht ganz unspezilisch ist, d. h. nicht jedes beliebige Polypeptid spalten 
kann. Um die Spaltung vollstandig zu machen, bedurite es der Mitwirkung 
des ereptischen Ferments. 

Die Willstdttersche Schule, insbesondere Waldschmidt-Leitz und Grass- 
mann, studierten in den letzten Jahren! diese beiden Fermentarten, sowohl! 
die, die in den Darmsekreten auftreten, als auch die der Hefe. Sie wandten 
die Reinigungsmethode von Woillstdtter an, und es gelang ihnen, Tonerde- 
adsorbate und Eluate aus diesen darzustellen, deren Wirkungen einen 
héheren Grad der Spezifitat aufwiesen, als die der unbehandelten Praparate. 
Eine bestimmte GesetzmiBigkeit, nach der gereinigtes Trypsin bzw. 
Erepsin Polypeptide spaltet, konnte sich trotz des ungeheuren Versuchs- 
materials, das Abderhalden und seine Mitarbeiter? in der jiingsten Zeit 
aufgebracht haben, nicht auffinden lassen. Scheinbar herrscht hier eine 
vollkommene Launenhaftigkeit. Nach dem zuletzt genannten Autor gibt es 
Fermentlésungen, die manche Dipeptide nicht spalten, andere dagegen 
angreifen. Sodann hydrolysieren manche nicht nur Dipeptide, sondern 
gleichzeitig Tri- und Tetrapeptide. Weder die Liinge der Peptidkette noch 
der etwaige elektronegative Charakter des Polypeptids kann allein fiir 
die Spaltbarkeit durch Trypsin bzw. Erepsin von Ausschlag sein. 


Waldschmidt-Leitz gelangte zur Ansicht, daB im Gemisch des 
Pankreassaftes folgende Fermente nebeneinander bestehen: eine 
Proteinase (die bekanntlich, durch die Enterokinase aktiviert, Proteine 
spaltet), zwei Arten von Polypeptidasen, die bei einem py-Optimum 
von etwa 6,7 bis 7 Polypeptide, die héher als Dipeptide sind, spalten, 
und endlich eine bei py etwa = 8 optimal wirkende, spezifisch auf 
Dipeptide eingestellte Dipeptidase. Die zwei Polypeptidasen stellen 
nach dieser Theorie eine Amino - Polypeptidase und sodann eine 
Carboxy - Polypeptidase vor. Die erstere soll an der Aminogruppe 
der Peptidkette angreifen, die letztere an der Carboxylgruppe. Zu 
dieser Zweiteilung kam der Autor durch die Beobachtung, die iibrigens 
von der Abderhaldenschen Schule bereits vor etwa 20 Jahren gemacht 
worden war, dab es Peptidasen gibt, die von einem Polypeptid zuerst 
den die Aminogruppe tragenden Baustein abspalten, sodann den benach- 
barten usw.; ferner andere, die am Carboxylende beginnen und in 
umgekehrter Richtung fortschreiten.  Freilich gehért zur Annahme, 
da®B eine an der einen bzw. anderen Seite eingreifende Spaltung einen 
Angriff durch das Ferment an der zunachst liegenden chemischen 
Gruppe Amino- oder Carboxylgruppe — zur Voraussetzung hat, 
die Primisse der Strukturchemiker, die sich die Fermentwirkung als 
eine organisch-chemische Synthese vorstellen. Man kann sich aber 


' Zahlreiche Mitteilungen in der Zeitschr. f. physiol. Chem. und in den 
Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 1926 bis 1930. 
2 Zahlreiche Mitteilungen in Fermentforschung 1928 bis 1930. 
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auch mit dem gleichen Recht denken, daB die am Carboxylende ein- 
setzende Spaltung durch eine Besetzung der Aminogruppe am anderen 
Ende des Molekiils ausgelést wird. Es miiBte erst bewiesen werden, 
da® eine wirkliche Verbindung zwischen einem der chemischen Gruppen 
und dem ,,Enzymmolekiil zustande gekommen ist. Bis dahin besitzt 
die ganze Theorie einen rein provisorischen Charakter. 

Auch die Postulierung einer Dipeptidase ist unbewiesen. Aus dem 
reichhaltigen Material von Abderhalden ergibt sich, daB die FEigenschatt 
bestimmter Peptidaselésungen, Dipeptide zu spalten, keineswegs allgemein 
und spezifisch fiir alle Dipeptide gilt. Danach miiBten wir also auch unter 
den Dipeptiden aufraumen und eine Finteilung in verschiedene Dipeptidasen 
suchen, wie dies bereits durch Linderstrém-Lang' erfolgt ist, der die Spaltung 
von Glyecyl-leucin und Leueyl-glycin durch Darmerepsin zwei unter- 
schiedlichen Fermenten:zuschreiben méchte! 


SchlieBlich gelangen wir dazu, fiir jedes erdenkbare und durch 
menschliche Kunst synthetisch darstellbare Polypeptid ein in der Natur 
vorgesehenes ,,Ferment’ ausfindig zu machen, womit dann aber diese 
tichtung der Fermentforschung definitiv auf einen Abweg_ gefiihrt 
hat. Es leuchtet ein, daB man fiir diese scheinbare Launenhaftigkeit 
der in Rede stehenden Materie nicht beliebig viele spezifische Aus- 
wirkungen, sondern vielmehr Variationsméglichkeiten anderer als blo} 
chemischer Eigenschaften verantwortlich machen /mu, die wir aller- 
dings nicht mit den groben Vorstellungen von ,,kolloiden Zustandsinde- 
rungen“ usw. abtun diirfen. Wir denken an Anderungen physikalischer 
Art, die zur Folge haben, daB sich in einem Falle Substrat und Ferment - 
system aufeinander einstellen, im anderen dagegen nicht oder nur 
unvollkommen. Stellen wir uns doch willkiirlicherweise vor, dal} das 
Fermentsystem einem Lésungsmittel fiir das Substrat analog wirkt, 
und daB zur Entfaltung einer bemerkenswerten Aktivitat die Léslich- 
keit des letzteren eine gute sein muB, im anderen Falle jene nur schwach 
sein kann oder iiberhaupt nicht wahrnehmbar. Wir wissen, wie die 
Léslichkeit im iibrigen gleichartiger K6rper durch  geringfiigigste 
Variationen in der chemischen Beschaffenheit alteriert werden kann. 
Wir denken uns, daB auch bei der gegenseitigen Einstellung des Ferment 
systems und des Substrats ahnliche Imponderabilien ausschlaggebend 
sind, wie bei der Einstellung eines zu lésenden Stoffes zum Lésungs- 
mittel. Selbstverstandlich soll unser Beispiel nur eine grobe Analogie 
bedenten und nicht etwa besagen, daB sich das Substrat im Ferment- 
system lésen muB, um Aktivitaét wahrzunehmen. Was wir unter einer 
gegenseitigen Anpassung von Substrat und Fermentsystem zu_ver- 
stehen haben, ist vorderhand schwer zu sagen, stehen wir doch erst 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 151, 1929. 
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bei den Anfangen einer solchen Betrachtungsweise, die bis heute durch 
die Vorherrschaft der strukturellen Auffassung fast gar nicht zu 
Worte kam. 


An Hand der folgenden Beobachtung wollen wir den Versuch 
machen, dieser Betrachtungsweise niherzutreten. Wenn man ein 
getrocknetes Pankreatinpraparat, das man entweder im Handel bezieht 
oder sich selbst darstellt, mit Wasser behandelt, so verbleibt ein gréBerer 
Anteil ungelést und kann vom gelésten durch gewéhnliche Filtration 
abgetrennt werden. Der griindlich ausgewaschene Riickstand vermag 
gewisse Dipeptide sehr gut zu spalten, nicht aber bestimmte Tripeptide, 
die von im Riickstand enthaltenen Fermenten nur sehr zégernd an- 
gegriffen werden. Umgekehrt wirkt das Filtrat!. In den ersten Zeit- 
intervallen wird das Dipeptid Glycyl-glycin kaum merkbar gespalten. 
Verfolgt man jedoch den Vorgang etwa 24 Stunden lang, so findet 
man, daB parallel mit dieser Autolyse die Spaltung des Dipeptids sich 
autokatalytisch vergréBert. Es hat also den Anschein, als wiirde das 
Ferment der Dipeptidspaltung erst im Laufe des autolytischen Vor- 
ganges irgendwie neu gebildet worden sein. 

Die praktische Durchfiihrung dieses Versuchs gestaltete sich in 
folgender Weise: 

1 g Pankreatintrockenpraparat der Firma Parke, Davis & Co., London, 
wurde in 100 cem Wasser suspendiert und die Suspension nach einer halb- 


stiindigen Aufbewahrung im Brutschrank bei 37° filtriert. Das Filtrat wurde 
nach der Neutralisierung fiir die Fermentversuche benutzt. 





Tabelle I. 
a) l. 25cem Filtrat + 20cem H,O. 
:. + 20 


-_  =t ” ” 


» Glyeyl-glycin 1° ig. 
10 ccm fiir jede Titration. 








Zeit . . Differenz Differenz 
n/20 NaOH (Autolyse) 


, vaQ - 
nj NaOH (Peptidspaltung) 


Std. ecm ecm ecm ecm 
0 1,10 _ 10 oes 
1 140 . 0,30 10,30 0,00 
2 1,60 0,50 10,65 0,15 
3 1,75 0,65 11 0,35 
4 1,80 0,70 11,30 0,60 
5 1,85 0,75 11,60 0,85 
6 1,90 0,80 11,85 1,05 

23 2,25 1,15 15,35 4,20 


1 R. Schénfeld- Reiner, Fermentforschung 12, 67, 1930. Weitere Tren- 
nungen von Fermentwirkungen werden demnichst mitgeteilt. 
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0 $ 70 15 20 Sia. 
Abb. 2. 
b) 1. 25cem Filtrat + 20cem H,O. 
—_ a 20 ,, Glyeyl-l-leucin 1 ° ig. 
a Be ” + 20 ,, Glyeyl-glycyl-l-leucin 1 © ig. 
5cem fiir jede Titration. 
1 ~ Se a eee __ 3 

=e — Gao com Differenz — Differenz 
Std. ecm eem ecm 

0 0,30 — 2,35 — 1,85 - 
Wg 0,35 0,05 2,40 0,00 2,00 0,10 

1 0,35 0,05 2,40 0,00 2,15 0,25 
3/, 0,35 0,05 2,45 0,05 2,30 0,40 

2 0,37 0,07 2,47 0,05 2,42 0,50 
“Oly 0,37 0,07 2,55 0,13 2,57 0,65 
"Ie 0,40 0,10 2,60 0,15 2,75 0,80 

4 0,40 0,10 2,65 0,20 2,80 0,85 

5 0,40 0,10 2,70 0,25 3 1,05 
24 0,50 0,20 3,75 1,20 3,50 | 1,45 
72 0,55 0,25 4.59 1,90 4,20 2,10 
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¢) 1. 25cem Filtrat + 20cem H,0O. 





: @ ‘ + 20 ,, Witte-Pepton 21, °oig. 
10 cem fiir jede Titration. 
I 2 
Zeit ; Z ifferen; . 7. ee 
nj20 NaOH iqameen on Differenz 
Std. ecm ecm } ecm 
0 0,80 5,40 
1 0,95 0,15 9,15 3,60 
2 1,15 0,35 11,20 5,45 
3 1,15 0,35 12,35 6,60 
4 1,25 0.45 12,95 7,10 
5 1,40 0,60 13,40 7,40 
6 1,40 0,60 13,90 7,90 
23 1,55 0,75 16,45 10,30 


Die Induktionszeit fallt bei den Dipeptiden auf, indes sie weder 
beim Tripeptid noch beim Pepton wahrzunehmen ist. Induktions- 
zeiten ahnlicher Natur konnten EF. Abderhalden und A. Fodor bereits 
vor 13 Jahren beobachten, als sie die Natur der peptidspaltenden 
Fermente an Dipeptiden unter Verwendung von Hefemazeraten 

studierten!). (Die Autoren verwandten dort den Terminus ,,Latenz- 
oN zeit.) Typisch ist die durch Spuren von Zymophosphat aufhebbare 
Induktionszeit bei der alkoholischen Garung. Es ist bereits hier voraus- 
zuschicken, daf das Phainomen der anfanglichenVerzégerung der 
Fermentwirkung in allgemeiner Weise durch eine entsprechende Ver- 
anderung in der Natur des Tragers erklarbar sein wird. In unserem 
Versuch wird dieser Tragerwechsel durch die in Kraft tretende Autolyse 
des Fermentauszuges verwirklicht. 


Andere Faille des Tragerwechsels auBern sich durch folgende 
Beobachtungen. LaBt man ein Hefemazerat bei Zimmertemperatur 
i einige Tage stehen, so beobachtet man eine betrachtliche Zunahme 
Hy der Aktivitaét seiner Peptidasen. Auch hier sieht man eine Parallelitat 
hits zwischen dem autolytischen Prozef& und der Aktivitétszunahme?. 
ia Man braucht jedoch gar nicht abzuwarten, bis es so weit ist, man kann 
he der Autolyse sozusagen zuvorkommen, indem man jene Produkte, 
die diese hervorbringt, dem frischen Mazerat gleich zusetzt. Unter 

den Produkten der EiweiBautolyse erscheinen die Zwischen- und die 
Endprodukte des EiweiBabbaues, also auch Aminosdiuren. In der Tat 
findet man beim Zusatz der letzteren zu den frisch bereiteten Mazeraten, 


' Fermentforschung 1, 533, 1916. 
2 Fermentforschung 1 (1. ¢.). 
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daB die Aktivitét der Peptidasen sofort zugenommen hat, und dab 
Pepton bedeutend rascher hydrolysiert wird als zuvor!?. 

Alle diese Erscheinungen finden ihre Erklarung ia einem Wechsel 
des Tragers der beteiligten aktiven Materie, von der oben die Rede 
war. Es handelt sich hier um eine Dislokationsaktivierung*. Der urspriing- 
liche Trager, jener vor der eingeleiteten Autolyse bzw. vor dem Zusatz 
der Aminosduren, war Protein. An diesem befindet sich die zymo- 
aktive Substanz, wie wir die aktive Materie nennen wollen, in vivo, 
also innerhalb der lebenden Zelle, verankert. Beide gelangen zusammen 
in die Extrakte bzw. Mazerate. Beim Proteinabbau im autolytischen 
Vorgang werden neue Trager in Gestalt der Abbauprodukte des Proteins 
gebildet, die als solche die aktive Substanz bis zu einem gewissen Grade 
tibernehmen. Da nun die Labilitat der aktiven Substanz in dieser 
neuen Verankerung erheblich gréBer als in der Bindung mit dem Protein 
ist, kommt eine entsprechende Aktivitatssteigerung zum Vorschein®. 

Die Abwanderung der zymoaktiven Substanz vom Eiweif auf 
neue Trager laBt sich auch kinetisch und kurvenmabig nachweisen. 
So lange namlich Protein den Trager darstellt, ist das Zeitgesetz der 
Spaltung linear: in gleichen Zeiten werden gleiche Mengen gespalten. 
Dagegen stellt sich ein anderes Zeitgesetz ein, sobald der Trager nicht 
mehr Protein, sondern ein Abbauprodukt des letzteren ist. Die Zeit- 
umsatzkurve ist keine Gerade mehr, sondern eine wirkliche, und zwar 
parabolisch oder logarithmisch gekriimmte Linie‘. 

Die Dislokationsaktivierung kann geradezu eine Neubildung von 
Ferment vortduschen, falls die Aktivitat im Verband des alten Tragers 
sehr gering, in jenem des neuen dagegen recht erheblich ist. Dieser 
Fall trifft fiir das oben erwihnte Beispiel des wisserigen Pankreas- 
filtrats ganz besonders zu. 

Hiermit aber kommen wir zum springenden Punkt unserer Dar- 
legungen, d.h. auf das Wesen und die Rolle der verschiedenen Ferment- 
trdger. Diese Trager sind urspriinglich, im Zellmilieu, die durch die 
lebende Zelle hervorgebrachten Zellbestandteile, somit Eiweibe, Kohlen- 
hydrate usw. Sobald die Zellen durch die Operationen der Extraktion, 
Mazeration bzw. des Pressens zerstért werden, gelangen die mit zymo- 
aktiver Substanz beladenen nativen Trager indie Extrakte, Mazerate usw. 
und unterliegen dort allmahlich der Autolyse, die je nach den Auf- 


' Fermentforschung 1 (I. c.). 

2 A. Fodor u. R. Schonfeld, Zeitschr. f. physiol. Chem. 160, 169, 1926; 
A.’ Fodor u. Ch. Epstein, ebendaselbst 176, 1, 1927; A. Fodor u. R. Cohn, 
ebendaselbst 176, 17, 1927; A. Fodor, Fermentforschung 10, 274, 1928. 

3 Ausfiihrliche Versuche bei R. Schénfeld- Reiner, Fermentforschung lL. c. 

4 Kinetische Messungen bei R. Schénfeld-Reiner, |. c¢. und ferner frither 
bei A. Fodor u. Ch. Epstein, Kolloidzeitschr. 37, 168, 1925. 
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bewahrungsbedingungen dieser Fliissigkeiten mehr oder weniger rasch 
eintritt. Dabei unterliegen die nativen, meist kolloiden Trager dem 
Abbau durch die an ihnen selbst verankerte zymoaktive Substanz 
zu niederen Derivaten, so die Proteine zu Peptonen, Peptiden und 
endlich Aminosduren, die Kohlenhydrate zu einfachen Zuckern usw. 
Im Laufe dieses fortschreitenden Abbaues wird eine Stufe erreicht, 
bei der bestimmte Fermentwirkungen aufhéren, da die entstandene 
Stufe fiir letztere nicht mehr zuginglich ist. Wenn beispielsweise ein 
Protein unter der Wirkung einer Zellproteinase allmahlich zu Peptonen 
abgebaut wird, so werden diese zu Tragern der beteiligten aktiven 
Materie, und zwar ohne durch sie dem weiteren Abbau zu unterliegen. 
Mit einem Worte: nach vollendeter Autolyse hat ein griindlicher Wechsel 
aller Trager stattgefunden, die nativen Trdger sind partiell verschwunden 
und statt ihrer sind ihre nichtkolloiden Abbauprodukte zu Trigern ge- 
worden, die den einzelnen Fermentsystemen bereits gréBere Bestdindigkeit 
geurihren. 

Welche Stoffe eignen sich als Traiger und welche nicht? Diese 
Frage laBt sich zurzeit sehr schwer beantworten. So viel wir heute 
schon aussagen kénnen ist, daB es zymophore und nichtzymophore Trager 
gibt’. Erstere zeichnen sich dadurch aus, daB sie der zymoaktiven 
Substanz nach deren Verankerung eine mehr oder weniger groBe Labi- 
litat gewahren. Oftmals stabilisieren sie allerdings die aktive Materie 
dermaBen, daB es den Anschein hat, als wire tiberhaupt keine Aktivitat 
vorhanden. LaBt sich aber in diesem Falle ein Tragerwechsel ermég- 
lichen, bei der die zymoaktive Materie sich am neuen Traiger mit 
einer gréBeren Labilitét verankert, so verrét sich auf diese Weise die 
nur scheinbare Inaktivitét. In diese Kategorie der Faille gehért auch 
der oben angefiihrte Versuch, in dem wisserige Filtrate von Pankreatin- 
praparaten nach erfolgter Autolyse ihre Aktivitaét auf Dipeptide er- 
langen. 

Diirfen wir also bei den zymophoren Tragern zwischen zymostabi- 
leren und zymolabileren unterscheiden, je nachdem sie eine schwachere 
oder starkere Aktivitat dem Substrat gegeniiber gewahrleisten, so 
besteht der nichtzymophore Charakter eines Tragers nicht nur in der 
Herabsetzung des Aktivitaétsgrades, sondern geradezu in der Annullie- 
rung der Aktivitat. 

Es ist langst bekannt, daB bei der langeren Aufbewahrung von Ferment- 
ausziigen die Aktivitét haufig herabgesetzt wird. Diese Erscheinung kann 
viele Ursachen haben. Zunachst einmal ungiinstige Zustandsainderungen des 


kolloiden Tragers; sodann Tragerwechsel anderer Art, die eine geringere 
Zymolabilitaét gewihren. Es ist aber schwierig, die enorm groBen Verluste an 


' Eine zusammenfassende Darstellung der Trigertheorie s. A. Fodor, 
Das Fermentproblem, II. Aufl., Dresden u. Leipzig 1929. 
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Aktivitat gegeniiber einem bestimmten Substrat, also im Rahmen eines 
Fermentsystems, mit Hilfe dieser Verainderungen zu erkliren. Es gibt 
sicherlich Verankerungen anderer Art, auf Trager nimlich, an denen die 
Aktivitét sozusagen verpufft, d. h. in irreversibler Weise vernichtet wid. 
Diese Art Trager wollen wir als nichtzymophore bezeichnen. Thre Rolle ist 
bedeutend gréBer, als man zunaéchst annehmen mdéchte. 


Welche Rolle kommt aber dem Substrat bei seiner Spaltung durch 
diese aktiven Tragersysteme zu? Offenbar keine andere als die eines 
Tragers. Das will also soviel heiBen, daB sich die zymoaktive Materie 
zwischen ihren manifesten Tragern im Fermentauszug und dem Substrat 
nach gewissen Gesetzen verteilt, oder daB das Substrat die aktive Materie 
bis zu einem bestimmten Grade disloziert. Dabei spielen sich recht 
verwickelte Verteilungsprozesse ab; das Substrat zerfallt in die 
Reaktionsprodukte der Fermentspaltung, die sodann an der Ver- 
teilung gleichfalls partizipieren. Dadurch, daB ihre Menge im An- 
steigen, die des Substrats im Abflauen begriffen ist, steht man oft 
sehr verwickelten Verhaltnissen gegeniiber. Es ergibt sich die Frage, 
nach welchen Grundsaétzen man bei einem solchen Vorgang rechnerisch 
verfahren kénnte. 


Wenn auch die Zymoaktivitaét, wie jede aktive Materie, der 
Quantitaét nach meBbar sein muB, so ist es durchaus abwegig, wenn 
man mit ,,Enzymeinheiten“ zu rechnen versucht, wie dies heute iiblich 
ist, bzw. mit Zeitwerten, indem man als Enzymeinheit die Enzymmenge 
anspricht, die in der Zeit eine bestimmte Menge Substrat zu spalten 
vermag. Angenommen, es ist eine Menge m der aktiven Materie von- 
néten, um die Menge a beispielsweise eines Dipeptids zu spalten, so 
1a8t sich dadurch der Vorgang in keiner Weise quantitativ fassen. 
Die Menge m verankert sich nach erfolgter Spaltung an den Reaktions- 
produkten, in unserem Falle an den Aminosiuren. Nehmen wir an, 
daB die Zymolabilitat bei dieser Verankerung eine sehr kleine ist, dann 
wird nach dieser Auffassung fiir die Spaltung einer weiteren Menge a 
die Dislokation einer weiteren Menge m der aktiven Materie nétig 
sein. Ist hingegen die Zymolabilitat des Systems Aminoséuren + aktive 
Materie groB, so wird die Riickdislokation der Menge m aus diesem 
System rascher erfolgen als die Dislokation der neuen Menge m aus 
dem Verband der urspriinglichen Trager. Aus der Quantitaét der in 
der Zeiteinheit gespaltenen Menge wird man also auf die wahren Ferment- 
mengen keinerlei Schliisse ziehen diirfen. 


Der kinetische Effekt hangt bei der Fermentwirkung nicht von dis- 
poniblen, bereitstehenden und wigbaren ,,Enzymmolekiilen*’ ab, sondern 
von der Dislokationsgeschwindigkeit, die das Substrat beim Kontakt mit den 
durch die aktive Materie beladenen multiplen Trégern bewirkt. Diese wird 
aber unter sonst konstanten diuBeren Bedingungen (Temperatur, py-Wert 
der Lésung, Verdiinnung) von der Natur der beteiligten Stoffe, der multiplen 
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Traiger und des Substrates abhingen. Der fermentative Effekt stellt in 
Wirklichkeit die Summe von Dislokationsgeschwindigkeiten dar, wobei ein 
Teil der aktiven Substanz als zwischen Substrat und Reaktionsprodukten 
pendelnd angenommen werden mu. Ferner kommt noch hinzu, daB auch 
die Reaktionsprodukte, im Kontakte mit den urspriinglichen Tragern 
stehend, von dieser Aktivitaét dislozieren kénnen. 

Wir wollen nunmehr den Versuch machen, dieser Auffassung 
eine exakte Form zu geben. Zu diesem Zwecke soll statt der lediglich 
beschreibenden Termini ,,zymostabil und ,,zymolabil der Begriff 
des enzymatischen Potentials eingefiihrt werden. Wir nehmen an, dai 
die zymoaktive Materie bei ihrer Verankerung an einem gegebenen 
Trager ein Potential = 2 besitzt, dessen GréBe unter sonst konstanten 
Bedingungen von der Natur des Tragers bzw. bei multiplen Tragern 
von der Resultante in deren Eigenschaften abhaingig ist. Bringen 
wir mit diesem Trager das Substrat in Kontakt, so wird sich bei AuBerung 
von Aktivitét das Potential des verinderten Systems vergréBern und 
den Wert JT annehmen. MaSBgebend fiir den Antrieb des Ferment- 
systems wird nun die zymatische Potentialdifferenz (I7--2) sein. 
Bei zymolabilen Tragern wird diese Differenz entsprechend mehr als 
bei zymostabilen betragen. Unter der Wirkung der enzymatischen 
Potentialdifferenz wird nun das Quantum z der zymoaktiven Substanz 
den enzymatischen Effekt E hervorbringen, indem 


(II—a).z=E 
gesetzt werden kann. 

Diese Gleichung sagt aus, daB das gleiche Quantum z, dem wir 
konstante physikalische Eigenschaften zuschreiben wollen, z. B. unter 
der doppelten enzymatischen Potentialdifferenz den doppelten Effekt 
auslést. Um also einen bestimmten enzymatischen Effekt zu erzielen, 
etwa in der Spaltung einer bestimmten Gewichtsmenge Substrat 
bestehend, bedarf es nicht einer bestimmten Fermentmenge, sondern 
eines enzymatischen Effekts, der sich, wie jede Energieart, aus zwei 
Faktoren zusammensetzt, aus einem Intensitatsfaktor (enzymatische 
Potentialdifferenz) und aus einem Kapazitaitsfaktor (Quantum 2). 

Es wird vorausgesetzt, daB sich das Substrat nach erfolgter Dis- 
lokation des Quantums z, welcher ProzeB somit unter Antrieb der 
Differenz (JT — 2) vor sich geht, mit unendlich groBer Geschwindigkeit 
spaltet, so daB bei kinetischen Messungen lediglich die Dislokations- 
geschwindigkeit meBbar verfolgt wird, nicht aber die Spaltung des 
Substrats, die eine unmeBbar grobe Geschwindigkeit besitzt. Die 
entbundenen Reaktionsprodukte, die, wie schon des 6fteren erwahnt 
wurde, die zymoaktive Materie gleichfalls binden, somit in die Gesamt- 
heit der multiplen Trager eintreten, kénnen nun hierdurch den Wert 
von (II — 2) entweder vergréBern oder verringern. Diese Veranderungen 
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werden sich kinetisch sofort manifestieren. Sinkt die Differenz (J7 — 2), 
so vermindert sich der Effekt EL; im entgegengesetzten Falle tritt das 
Umgekehrte ein. Dort wird sich der fermentative Vorgang mehr und 
mehr verlangsamen, hier aber wird er geschwinder. Fiir beide Er- 
scheinungen kennen wir Beispiele. Fiir die Vermehrung der Reaktions- 
geschwindigkeit im Gange der Spaltung bietet die Saccharase ein 
treffendes Beispiel. Im allgemeinen wird aber der andere Effekt iiber- 
wiegen: fallende Zeitkurven. 

Auch kann es der Fall sein, daB bei reichlicher Beladung der Trager 
mit zymoaktiver Materie der enzymatische Effekt 2 trotz des Sinkens 
von (JI — 2) konstant bleibt, da eine neue Menge z aus ihrer Trager- 
bindung disloziert wird, so da sich beide Verinderungen gerade 
kompensieren. Auf noch andere kinetische Méglichkeiten und Wechsel- 
spiele soll hier nicht eingegangen werden ; wir werden auf sie bei passender 
Gelegenheit im einzelnen zuriickkommen!. 

Bei praktischen Messungen wird man unter der Voraussetzung, 
dap zur Spaltung einer bestimmten Substratmenge ein bestimmter enzymati- 
scher Effekt erforderlich ist, in der Weise verfahren, da} man als MaB 
des enzymatischen Effektes EL eines gegebenen Fermentsystems die 
in einer fixierten Zeit unter streng konstanten duBeren Bedingungen 
gespaltene Menge des Substrats wahlt, wobei man aber tunlichst Anfangs- 


1 Die allgemeinste Form des kinetischen Verlaufes wird offenbar durch 
eine Differentialgleichung 
a = ky (a— a). E+ ke = 
dargestellt, worin a die Anfangskonzentration des Substrates, x die zur 
Zeit t umgesetzte Menge des letzteren, 1/n einen konstanten echten Bruch 
bedeutet, dessen Wert durch den herrschenden physikalischen Zustand und 
die Menge der kolloiden Materie bestimmt wird. /, und /, stellen Konstanten 


dE ; 
vor. E ist der oben definierte enzymatische Effekt, j aber die Veranderung 
dx . 


des letzteren mit der umgesetzten Substratmenge. Das Gesetz dieser 
Verinderung kann nun sehr mannig‘altig sein und gewahrt dadurch dem 
gesamten kinetischen Verlauf eine wechselvolle Gestalt, wie wir dies auch in 


’ 


dE 
der Wirklichkeit vorfinden (die mit pq wechselnde Kinetik!). = kann 


positiv oder negativ sein, jenachdem, ob das enzymatische Potential mit x 
er dE ae ee 
héher oder niedriger wird. Ist = 0, so reduziert sich die Gleichung auf 


dx 
dx Ba 3 ita aa eae .; Bis 
di k,(a — «x)'/n, wie wir sie haufig bei Protein als Trager in der Tat 
auffinden. Ferner kommt noch dazu, daB 1/n die verschiedensten Werte an- 
nehmen kann. Ist 1/n = 1, sotri ft das logarithmische Gesetz der Reaktionen 
erster Ordnung zu. Offenbar ist Protein als Fermenttriger fiir die Konstant - 
haltung des enzymatischen Potentials (/7 — 2) besonders giinstig. 
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geschwindigkeiten der Spaltung als Basis heranzieht, um eventuelle 
stérende Einfliisse der Spaltprodukte auf (JT- 2) zu vermeiden. Wir 
haben auf diese Weise jede Rechnung mit Fermentmengen ausgeschaltet 
und statt ihrer die mit enzymatischen Effekten, also sozusagen mit 
Wirkungsquanten, eingefiihrt. Damit sind die unzulainglichen Opera- 
tionen mit chemischen Affinitéten und dem Massenwirkungsgesetz 
iiberfliissig geworden. 

Im folgenden mégen Versuche angefiihrt werden, die durch die 
Annahme einer strukturchemisch definierbaren Verbindung zwischen 
einem ,,Enzymmolekil und dem Substrat gar nicht erklart werden 
kénnen. Es handelt sich um einen Vergleich im Spaltverlauf zwischen 
einem optisch-aktiven Dipeptid und einem Racemat. Es kam einerseits 
Glycyl-l-leucin und andererseits Glycyl-d,l-leucin zur Verwendung, 
und zwar betrug die Konzentration des Racemats doppelt soviel wie 
die der optisch-aktiven Verbindung. Auf diese Weise wurde erreicht, 
daB in beiden Lésungen die gleiche Menge an Glycyl-l-leucin vor- 
handen und also in der Lésung des Racemats die Glycyl-d-leucin- 
Komponente scheinbar nur als fermentativy nicht spaltbarer Ballast 
anwesend war. 

Nach der herrschenden strukturchemischen Auffassung sollte dieser 
Ballast entweder tiberhaupt keine Einwirkung auf den Gang der Spaltung 
zeigen oder aber die letztere geradezu hemmen. So miif®te sich nach der 
Theorie von Waldschmidt-Leitz das ,,Enzymmolekiil‘* mit einer der 
chemischen Gruppen des Glycyl-l-leucins verbinden. Verbindet es sich nur 
mit der spaltbaren Komponente des Racemates, so besteht kein Grund 
zu einer Unterschiedlichkeit in der Spaltgeschwindig*eit zwischen einer 
5 %igen Glycyl-l-leucin-Lésung und einer 10% igen Glycyl-d ]-leucin-Lésung. 
Verbindet sich dagegen das ,,Enzymmolekiil‘* mit beiden Komponenten des 
Racemates, so ist eine Hemmung in der Spaltgeschwindigkeit des Glycyl-l- 
leucins zu erwarten, da ,,Enzymmolekiile“ auch durch die nichtspaltbare 
Komponente gebunden worden sind. 

In Wirklichkeit tritt aber in der Lésung des Racemats eine ganz 
bedeutende Beschleunigung der Spaltung in Erscheinung (s. Tabelle I1). 
Diese auBert sich ganz besonders stark in den Mazeraten, die 3 Tage 
hindurch gestanden haben, weniger stark, aber immerhin weitgehend 
genug, in ganz frischen Mazeraten. 

Wie gesagt, laBt sich diese Erscheinung mit einer zahlenmabig 
bestimmbaren Affinitét zwischen Enzym und Substrat keineswegs 
in Einklang bringen, wohl aber bei Anwendung unserer eigenen hier 
vertretenen Auffassung iiber die Wirkungsweise der Fermente. Ist 
auch das Glycyl-d-leucin als Substrat véllig indifferent, so ist sie es 
nicht mit Bezug auf den im Spiel stehenden Fermenttrager. Es liegt 
nichts gegen die Annahme vor, da das enzymatische Potential durch 
die doppelte Substanzmenge des Racemats (dessen Lésung, wie gesagt, 











+ > . = 
Uber das Wesen der Fermentwirkung. 117 


im Verhaltnis zu jener des Glycyl-l-leucins doppelt konzentriert war) 
in verstarktem MaBe, wenn auch nicht unbedingt proportional, erhéht 
wird, so daB auf diese Weise der stirkere Effekt der Fermentwirkung, 
gemessen am Umsatz in gleichen Zeiten, verstindlich wird. Selbst- 
verstindlich besagt dieser Versuch nicht, daB sich simtliche Racemate 
in ahnlicher Weise verhalten miissen. Es geht aus dem Sinn dieser 
Erérterungen hervor, daB bei allen diesen Vorgingen die Natur der 
beteiligten Fermenttrager und des Substrats sowie ihrer gegenseitigen 
Einstellung ausschlaggebend ist. 


Tabelle II. 


Wie gewohnlich nach Lebedew dargestelltes Mazerat aus Trockenhefe 
(vierfach verdiinnt und, soweit es méglich ist, gegen Lackmus neutralisiert) 
wurde teils frisch, teils nach’ dreitigigem Stehen bei etwa 10° verwendet. 





a) Mit frischem Mazerat, 1 ccm fiir jede Titration. Temperatur = 25,5°. 
1. 5ecm Mazerat + 4ccm Phosphat (pq = 8) + 3cem H,O. 
a & os +4» Pm (pa = 8) + 3 ,, Glycyl-l-leucin 
5 “cig. 
a oe - + 4 ,, ‘a (px = 8) + 3 ,, Glyeyl-d, 1-leucin 
10 %ig. 
1 2 3 
Zeit peep Sy: a a ae ak eg eee oe = = 
n/20 NaOH Differenz Differenz Differeuz 
Std. com ecm — ccm — ecm 
0 0,59 1,50 2,60 
1), 0,50 0 1,60 0,05 2.75 015 
1 0,55 0,05 1,65 0,10 2.90 0,25 
3/4 0,55 0,05 1,65 0,10 8,00 0,35 
2 0,55 0,05 1,70 0,15 3,00 0,35 
5/, 0,55 0,05 1,80 0,25 3,10 0,45 
3 0,55 0,05 1,80 0,25 3,10 0,45 
4)/, 0,60 0,10 1,85 0,25 3,15 0,45 
5 0,60 0,10 1,85 0,25 3,20 0,50 
51/5 0,60 0,10 1,85 0,25 8,20 0,50 
26 0,65 0,15 2.70 1,05 3,85 1,10 


b) mit drei Tage altem Mazerat. 








1 2 3 
Zeit "0/20 NaOH | Differenz Differenz Differenz 
- ecm ecm 
Std. ecm ecm ecm ecm 
0 0,55 1,80 2,80 
Mg 0,55 0 1,85 0,95 3,00 0,20 
. 0,60 0,05 1,90 0,05 3,10 0,25 
3/, 0,60 0,05 1,95 0,10 3,20 0,35 
2 0,60 0,05 2,00 0,15 3,35 0,59 
3 0,60 0,05 2,05 0,20 3,40 0,55 
4 0,65 0,10 2,10 0,20 3,55 0,65 
5/3 0,65 0,10 2,15 0,25 3,65 0,75 
23 0,65 0,10 3,00 1,10 3,95 1,05 
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Einige Bemerkungen itiber den Mechanismus des Dislokations- 
vorganges mégen hier folgen. Zunachst drangt sich die Frage auf: wie 
entsteht die enzymatische Potentialdifferenz bzw. aus welcher Quelle 
wird sie gedeckt? 


Der Verfasser darf hier auf seine wiederholt ausgesprochene Auf- 
fassung hinweisen, nach der, bei den hydrolytischen Fermenten zum 
mindesten, der Impuls von einem Kolloid hoher Oberflichenspannung 
herriihrt, das praktisch in unwaigbaren Mengenverhiltnissen sich am 
jeweiligen Trager verankert und der in Gemeinschaft mit den an seiner 
kolloiden Oberfliche befindlichen elektrischen Ladungen die zymo- 
aktive Substanz darstellt!. Diese Ladungen bilden die Kompensation 
der Oberflichenenergie, wie ja dies bei Kolloiden allgemein bekannt 
sein diirfte. Wird daher die Oberflichenspannung auf irgend eineWeise 
herabgesetzt, so duBert sich die frei gewordene Oberflichenenergie 
in der korrelativen Infreiheitsetzung der friiher festgehaltenen Ladungen, 
die nunmehr fiir andere Wirkungen in Bereitschaft stehen. Die Herab- 
setzung der Oberflachenspannung kann dadurch erfolgen, daB der 
Trager, an dem das zymoaktive System (Kolloid + elektrische Ladung) 
verankert ist, mit dem Substrat in eine lose Bindung tritt, wodurch 
der Trager in seinem EinfluB alteriert wird. Die zymoaktive Substanz 
ist in selbstandiger Form nicht existenzfihig. Sie wiirde ihre Ober- 
flachenenergie nicht konservieren kénnen, sich an nichtzymophore 
Stoffe binden und jedes Vermégen zur Aktivitét einbiiBen. An ge- 
eignete Trager verankert (und offenbar entdecken wir nur die geeigneten 
Trager, da nichtgeeignete sich unserer Wahrnehmung tiberhaupt ent- 
ziehen), behalt sie dagegen ihre Oberflichenenergie, deren Wert jetzt 
von der Natur des Tragersystems abhingt. Eine lose Bindung oder 
sonst mégliche Orientierung zwischen Trager und Substrat bedingt 
die besagte Verminderung der Oberflichenenergie unter Mobilmachung 
der elektrischen Ladungen (lonen, Elektronen). Diese werden sich unter 
dem Antrieb des Potentials (J7— z), das gleichzeitig unser enzymatisches 
Potential ist und seine Existenz aus der verminderten Oberflachen- 
energie, mit der es im Verhiltnis der Aquivalenz steht, schépft, 
auf das Substratmolekiil ausbreiten, welchem Vorgang nichts im Wege 
steht, sobald nur die erforderliche Briicke zwischen dem Trager und 
ihm hergestellt wurde. Was also tatsichlich disloziert wird, sind die 
elektrischen Ladungen, deren angeregter Zustand von der GréBe des 
Abfalles an Oberflichenenergie und dem Gegenwert dieses Abfalls, 
nimlich der enzymatischen Potentialdifferenz, abhingt. In unserem 
Versuch miissen wir somit die Annahme machen, daB die durch die 


1 Zum ersten Male wurde diese Ansicht in Fermentforschung 8, 193, 
1919 entwickelt. 
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doppeit konzentrierte Glycyl-d, l-leucin-Lésung erzielte frei gewordene 
Oberflichenenergie entsprechend gréBer ist als bei Verwendung 
des einfach konzentrierten Glycyl-l-leucins, und daB dementsprechend 
das aquivalente enzymatische Potential (J7— 2) um soviel héher sein 
muB. Daher die intensivere Spaltung (bzw. der gréBere enzymatische 
Effekt £). 

Es ist unschwer einzusehen, daB dieser ganze dargestellte Vorgang neben 
anderen duBeren Bedingungen von der aktuellen Wasserstoff-lonenkonzen- 
tration sehr stark beein'lu8bar sein wird, zumal diese die Oberilichen- 
spannungsverhiltnisse, den Hydratisierungsgrad und ceteris paribus die 
Reaktionsfaihigkeit von Kolloiden an sich stark verindert, sodann auch eine 
Wirkung auf die Verbindung bzw. Orientierung zwischen den Molekiilen des 
Tragers und des Substrates ausiiben wird. Ferner beeintluBt ihr Wert u. U. 
den Zustand des Tragers selbst. Die groBe Abhingigkeit der Ferment- 
wirkung vom py ist also von mehreren Gesichtspunkten aus begreiflich. 

Die soeben entwickelte Auffassung des Mechanismus von Ferment- 
wirkungen 6ffnet auch spezifischen Wirkungsméglichkeiten Tiir und Tor. 
Zunachst stehen zwei Arten der stofflichen Verankerung im Spiele: 
die des zymoaktiven Systems an besondere Trager und sodann die 
anpassende Orientierung bzw. lose Bindung zwischen Traiger und 
Substrat, wozu sich noch aus verstindlichen Griinden eine solche 
zwischen den Reaktionsprodukten und dem Substrat gesellt. Beide 
bergen in sich Méglichkeiten der spezifischen Fermentwirkung. Es ist 
vor allem méglich, daB eine gewisse Veranlagung zur Spezifitat bereits 
im Wesen der zymoaktiven Substanz begriindet ist. Denn diese muB 
ja so beschaffen sein, daB sie sich zur Verankerung an_ bestimmte 
Trager eignet, nimlich an solche, die ihrerseits wieder die erforderliche 
Orientierung des Substrats herbeizufiihren imstande sind. Angenommen, 
der Traiger ist ein héheres Kohlenhydrat und kann als solches mit 
anderen Kohlenhydraten in Beziehungen treten, nicht aber mit Pro- 
teinen oder deren Abbauprodukten. Wie dieses Kohlenhydrat als 
Trager fungieren kann, sind vielleicht noch eine Reihe anderer dazu 
fihig, mit den entsprechenden Kohlenhydratsubstraten in Beziehung 
zu treten. Ihre Zahl ist aber sicher beschrinkt, da eine bestimmte 
chemische Beschaffenheit beiderseits vorausgesetzt wird, die eine solche 
Beziehung begiinstigt bzw. erméglicht. Noch eingeschrankter werden 
die Méglichkeiten durch die Forderung, daB das zymoaktive System 
denjenigen Tragern angepaBt ist, die nicht nur mit der kleinen Zahl 
von geeignet strukturierten Substraten in Verbindung treten, sondern 
auch die Hervorbringung des nétigen enzymatischen Potentials (J7 — 2) 
erméglichen. Auf diese Art und Weise kénnen Spezifitéten in Fiille 
herausgebildet werden. 


Leider sind unsere Kenntnisse iiber die Molekularverbindungen, 
denn um solche wird es sich bei den losen Verbindungen zwischen 
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Trager und Substrat handeln, recht anfanglich, so da®B wir iiber diesen 
wichtigen Gegenstand noch Kenntnisse zu sammeln haben, bevor 
wir positive Angaben machen kénnen. Vorstellen laBt es sich jedoch, 
daB bei der Orientierung zwischen Trager und Substrat auch sterische 
Verhaltnisse und Hinderungen eine Rolle spielen, so daB die Raum- 
spezifitat der Fermentwirkung hierin ihre Deutung und Klarung 
finden kann!. 

Wir kénnen noch einen Schritt weiter gehen und behaupten, dab 
selbst eine weitgehende Unspezifitat im Wesen des zymoaktiven Systems 
eingerdumt werden darf, da die wahre Wurzel der Spezifitat doch nur in 
der Kombination dieses letzteren mit dem Trager und dem Substrat zu 
suchen ist. Diese drei Einheiten miissen auf einander eingestellt sein, 
um so die erforderliche Briicke fiir die Dislokation der mobil gemachten 
elektrischen Ladungen unter dem Antrieb des enzymatischen Poten- 
tials zu schlagen. 


Wenn wir also finden, daB chemische Koérper der gleichen Struktur, 
wie z. B. Polypeptide, von den verschiedenen Peptidasen in scheinbar 
launenhafter Weise angegriffen werden, so liegt dies nicht an der 
Existenz so und so vieler spezifischer Fermente, an einer Vielheit von 
Polypeptidasen, oder gar an mutiplen Dipeptidasen, sondern daran, 
daB das Gemisch von multiplen Tragern, die in den natiirlichen Milieus 
der Fermente, seien diese die Zellen, oder aber Driisensekrete und der- 
gleichen, nebeneinander enthalten waren, durch ,,Reinigungsmethoden“, 
insbesondere durch Fallungen, Adsorptionen, Elutionen usw. weit- 
gehend zerlegt worden ist. Was zuriickbleibt, ist sodann eine unvoll- 


1 Besonders kommen bei diesen lose gedachten Molekularverbindungen 
tautomene Formen der Peptidsubstrate in Betracht, die sie fiir die Ver- 
ankerung an ebensolche Formen des Trigers geeignet machen, z. B. 


R R, R R, 
| 


| | | 
NH,.CH.CO—NH.CH.COOH [ NHg.CH.C(OH)—N.CH. COOH. 
| | 
Dipeptid. Tautomere Form. 


Die beiden freien Bindungen der tautomeren Form wiirden sodann nach 
ihrer Absattigung mit den analogen freien Valenzen des Tragers folgende 
Struktur hervorbringen: 


—C(OH)—N— Peptidsubstrat. 
| 


a C(OH)— Trager. 
Bindungen dieser Art sind durch A. Fodor und Ch. Epstein (siehe z. B. diese 
Zeitschr. 222, 226, 1930) bei den Prolylpeptidassoziaten, die auf verschie- 
denen Wegen aus der Gelatine abgetrennt worden sind, verwendet worden. 
Es bleibt einer eingehenden Untersuchung iiberlassen, die Allgemein- 
giltigkeit dieser Art Molekularverbindungen nachzuweisen. 
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stiindig gewordene Mischung von Trdgern, die den Ausfall bestimmter 
Spaltungen zur Folge hat. 

Dabei muB8 aber das natiirliche Trégergemisch keineswegs sehr komplex 
zusammengesetzt sein. Sicherlich geniigen ein cder zwei Zellproteine und 
ihre stets anwesenden Abbaupr«dukte, die die Funktionen, von denen die 
Rede war, fiir die tiberwaltigende Anzahl von Polypeptiden  eriiillen. 
AuBerdem sind in den Zellen und im Darm mehrere dieser Gemische vor- 
ratig, die ahnliche Wirkungen bei verschicdenen optimalen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen auszulésen imstande sind. Trypsin-, Erepsingemische 
usw. Freilich machen wir diese Gemische durch eine wiederholte und 
griindliche ,,Reinigung“‘ immer ,,spezifischer“, indem wir nach und nach 
einen generellen Triger nach dem anderen eliminieren, durch Autolysen 
artefakte Trager erzeugen, denen keine generelle Wirkung mehr zukommt, 
aber auch keine spezifische, denn Triger sind iiberhaupt nicht spezifisch, 
vielmehr stets mehr oder weniger austauschbar, nur handelt es sich bei ihnen 
darum, die richtigen und wirksamen zu entdecken. 

Auch der Umstand, ob nun ein Polypeptid an der Aminogruppe 
oder auf der Carboxylseite des Molekiils friiher gespalten wird, ist kein 
Beweis fiir den Eingriff spezifischer ,,Amino“- bzw. ,,Carboxy-Poly- 
peptidasen**. Ob die eine oder die andere der zwei Méglichkeiten eintritt, 
hangt lediglich von der Orientierung des Substratmolekiils in bezug 
zum Trager ab. Je nach dieser Lagerung bei der Entstehung der losen 
Verbindung zwischen beiden wird die erwaihnte Briicke auf der einen 
oder auf der anderen Seite gebaut. 

Was wir somit unter den Fermentsystemen verstehen miissen, ist 
durch die vorhergehende Beschreibung hinlainglich gekennzeichnet. 
Nicht organische Verbindungen besonderer und definierter Struktur, 
sondern mit duBerst oberflichenaktiven und daher sehr reaktions- 
fahigen Kolloiden in auBerordentlich kleinen Gewichtsverhaltnissen 
behaftete multiple Trager geeigneter chemischer Struktur bilden den 
Schwerpunkt der Fermentsysteme. Sie kénnen dadurch kompliziert 
sein, d ‘stimmten Fallen Hilfstrager einspringen miissen, um die 
ymatische Potentialdifferenz (JT — 2) hervorzubringen. 
n steht man vor dem Phinomen der Aktivatoren bzw. 
r Natur sind von letzteren bekanntlich mehrere ver- 
ere die Enterokinase, die vor den Untersuchungen 
-Leitz ebenfalls fiir ein Ferment gehalten wurde. 
en sein, ob sich nicht ahnliche Ergebnisse auch beim 
rment der alkoholischen Garung und der Atmung 











Es wird ab 
sogenannten Og 
zeigen werden. 
Die Quintessenz unserer hier vertretenen. Auffassung aber ist 


darin zu suchen, da®B wir simtlichen wesentlichen Protoplasmabestand- 
teilen bestimmte fermentative Funktionen einriumen. Sie kénnen 
insgesamt als Traiger von zymoaktiven Kolloiden auftreten, ja wir 
diirfen einen Schritt weiter gehen und hierin den Unterschied zwischen 
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ihnen und der toten Materie suchen. Mit der Gewinnung von aktiven 
Mazeraten, PreBsiften und Praparaten retten wir aus dem Milieu des 
Lebens einen -—- zumeist geringen — Bruchteil ihrer nativen Beladung 
mit oberflichenaktiven, in ,,katalytischer Bereitschaft‘‘ stehenden 
Substanzen, eben unseren zymoaktiven Stoffen. 

Die Bedeutung der Kolloide hoher Oberflichenenergie fiir die 
Lebenserscheinungen ist uniibersehbar groB, da in dieser Gestalt 
michtige Mengen elektrischer Ladungen in den Zellen aufgestapelt 
werden kénnen. Die Infreiheitsetzung der ersteren unter harmonisch 
organisierten Verhaltnissen lést die Lebensprozesse aus, zu deren 
Deutung wir einer speziellen Lebensenergie nicht bediirfen. DaB die 
Zellen groBe Quantitaten Elektronen, d. h. also freiey negativer Elektri- 
zitat, in der Tat enthalten, ist fiir die Elektrobiologie kein Geheimnis 
mehr. Wir erinnern an die Befunde von R. Keller und seiner Mitarbeiter. 
Das Wechselspiel der Entstehung von Oberflichenenergie auf Kosten 
von Strahlung und elektrischer Kraft und der Entbindung letzterer 
auf Kosten aufgestapelter Oberflaichenenergie stellt sicherlich das 
feinmechanische Werkzeug des Zellebens dar. 




















Uber die Wirkung von mono-jod-essigsaurem Natrium auf die 
Teilfermente der Zymase und die Vergirung von Hexose-di- 
phosphat. 


Von 
Izue Yamasaki. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 24. Juli 1930). 


Nach einer wichtigen Entdeckung von Lundsgaard! vermag Mono- 
jod-essigsiure den anaeroben Zuckerumsatz zu beeinflussen. Speziell 
bei der alkoholischen Garung hebt das Salz der halogenisierten Essig 
siure nach des Autors Angaben den anoxybiontischen Spaltungs- 
vorgang vollkommen auf, vermutlich infolge Vereitelung der Phosphat- 
bindung, die im Gegensatz zu den Prozessen im vergifteten Muskel 
nicht nachzuweisen war. — Nicht untersucht ist, ob jenes Mittel auch 
die Teilenzyme des eigentlichen desmolytischen Apparats alteriert. 

Wie ich gefunden habe, wird die Wirkung der Glykolase durch 
jod-essigsaures Natrium in der Konzentration, durch welche die 
Glucose-vergirung nach Lundsgaard beeintrachtigt ist, nicht wesentlich 
gehemmt. Mit anderen Worten heiBt dies, daB der angewendete Gift- 
stoff die Vollzymase stért, nicht aber die Glykolase. Wie ich weiter 
beobachtet habe, wird die Carborylase teilweise in Mitleidenschaft 
gezogen; denn die Brenztraubenséure-vergiarung lief unter dem Ein- 
fluB des jod-essigsauren Natriums in einem Umfange ab, der bei ver- 
gleichbaren Bedingungen nur 70°, der Norm ausmachte. 

Die maBgebliche Wirkung des Jodessigsiure-zusatzes erblickt 
Lundsgaard, wenigstens fiir die Hefe, in einem Angriff auf die Phos- 
phatese bzw. auf die mit ihrer Funktion verbundenen Vorginge. 
Fir diese SchluBfolgerung, die sicher richtig ist, hat er einen 
Beweis von groBer Wahrscheinlichkeit beigebracht; er erhielt namlich 


1 E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 217, 162, 1930; 220, 1, 1930. 
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in Gegenwart der toxischen Substanz weder mit frischer PreBhefe, 
die wohl obergarig war, noch mit Macerationssaft aus Bierhefe eine 
Phosphat-veresterung. Nun bleibt diese bei dem Material der erst- 
genannten Art auch normaliter aus, namentlich, wenn kein Toluol 
hinzugefiigt worden ist; Macerationssifte phosphorylieren ebenfalls 
nicht immer in sichtbarer Weise. 

DaB wirklich, wie Lundsgaard angenommen hat, zunichst die 
Betatigung der Phosphatese gelahmt wird, laBt sich damit beweisen, 
daB fertig eingefiihrtes hexose-di-phosphorsaures Salz durch Hefen- 
macerationssaft auch in Gegenwart von jod-essigsaurem Natrium ver- 
goren wird, wennzwar hierbei eine — allerdings mit Saften verschiedener 
Herkunft schwankende — Schadigung offenbar wird. — Arsenat be- 
schleunigt bekanntlich die zellfreie Vergirung des Hexose-di-phosphats. 
Bei Versuchen auch mit solchen Systemen iibte das jod-essigsaure 
Natrium insofern einen Effekt aus, als die férdernde Wirkung des 
Arsenats in den Jodessigsiure-ansétzen weniger deutlich zutage trat. 

Wie die selektive Gitterwirkung des Jod-acetats zu deuten ist, 
kann noch nicht gesagt werden; vielleicht kann man an eine Beziehung 
zu den wohl unter sich verschiedenen kolloidalen Tragern der einzelnen 
Partialagenzien denken, wenn man sich der in gewisser Hinsicht 
spezifischen hydrotropischen Kraft von halogenisierten Essigséuren 
erinnert!. 

Die Einzelheiten ergeben sich aus dem experimentellen Teil. 


I. Methylglyoxal-bildung. 
Ansdtze. 
a) 270ecem 5%ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
5 g frische Sinner-hefe, 
30 ccm 0,2 %ige Mono-jod-essigsiure-lésung (als Natriumsalz, Kon- 
zentration in der Gesamtmischung = 1 : 5000), 
20 cem Toluol. 

b) 270 cem 5 %ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 

5g Sinnerhefe, 
30 ccm Wasser, 
20 ,, Toluol. 

Die Versuchsgemische wurden 24 Stunden bei 37° digeriert; dann 
wurden je 270 cem der enteiweiBten und klar filtrierten Lésung mit je 1 g 
2, 4-Di-nitro-phenyl-hydrazin in 60 ccm 2n Salzsaure gefallt. Nach zwei- 
stiindigem Stehen wurde der entstandene Niederschlag abzentrifugiert, 
gewaschen und getrocknet. 

Ausbeute in Versuch a) 0,67 g, in Versuch b) 0,77 g Methylglyoxal- 
bis-2, 4-di-nitro-phenylhydrazon. 


1 R. Tamba, diese Zeitschr. 145, 415, 1924. 
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Zur Analyse wurde die aus dem Mono-jod-essigséure-ansatz erhaltene 
Substanz in bekannter Weise umkristallisiert. 
4,967 mg Substanz: 7,644 mg CO, und 1,290 mg H,O. 
2,468 ,, » : 0,552 cem N, (20°, 754mm, 50° KOH). 
C,\sH,.N,O0,- Ber.: C 41,66%, H = 2,80%, N 25,93 %; 
gef.: C = 41,98%, H = 2,91%, N = 25,85 %. 


II. Brenztraubensiure-vergiérung. 
Ansdtze. 
a) 2cem m Brenztraubensaure, 
2 ,, m Di-natriumsulfit, 
2 ,, Acetat-puffer, 
0,008 g Mono-jod-essigsiure (als Natriumsalz), 
4g Patzenhofer Trockenhefe', mit Wasser auf 40 ccm aufgefiillt, 
0,5 cem Toluol. , 
b) 2cem m Brenztraubensaure, 
2 ,, m Di-natriumsulfit, 
2 ,, Acetat-puffer, 
4g Trockenhefe, mit Wasser auf 40 ccm aufgefiillt, 
0,5 ecm Toluol. 
c) 4g Hefe in 40cem Wasser, 
0,5cem Toluol. 

Bei 20° waren nach 32 Stunden aus je 10,0 cem des! Gargemisches in 
Versuch a) 7,0 ccm, in Versuch b) 10,0 cem und in Versuch c) 0cem CO, 
entwickelt worden. Die Hemmung durch das Jod-acetat machte also 
30% aus. 

Eine Wiederholung des Versuchs ergab das gleiche Resultat. 


Ill. Vergiirung von Hexose-di-phosphorsiure. 
A. Ansdtze mit Saft aus Patzenhofer Unter-hefe. 
a) 15,0 cem einer 10%igen Lésung von hexose-di-phosphorsaurem 
Magnesium in Hefen-macerationssaft, 
0,3 ,, 1 %ige Mono-jod-essigséiure-lésung (als Na-salz), 
0,3 ~,, Toluol. , 
b) Wie a), ohne mono-jod-essigsaures Natrium. 
c) 15,0 cem 10%ige Lésung von hexose-di-phosphorsaurem Magne- 
sium in Macerationssaft, 
0.3 ., 1%ige Mon»-jod-essigséiurelésung (als Na-Salz), 
0,15 ,, 10% ige ,Kalium-arsenatlésung, 
0,3 .,  Toluol. 
d) Wie c), ohne jod-essigsaures Salz. 
e) 15,0 cem Saft, 
0,3 ,,  Toluol. 
Die Mengen des zu verschiedenen Zeiten aus je 10,0 cem Versuchs- 
gemisch frei gewordenen Kohlendioxyds (bezogen auf 0° und 760mm) sind 
aus der Tabelle I zu ersehen. 


‘ 


1 Dieselbe war sehr glykogenarm. 
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Tabelle I. 





: Wirkung von mono-jod-essigsaurem Natrium usw. 
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4 Std. 
a —s 
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21 Std. 


0,6 

22,5 

4.4 

57,0 
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24 Std. 


9,5 
28,0 

5,8 
64,0 
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28 Std. 
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46 Std. 


39,5 

60,5 

23,0 

76,5 
0 


52 Std. 


41,6 

63,0 

25,6 

77,6 
0 


69 Std. 


51,0 
69,4 
33,2 
78.4 

0.1 


B. Ansdtze mit Saft aus untergdriger Hefe anderer Herkunft. 


Bei Wiederholung der gleichen Versuche mit 
Léwen-Béhmisch-Brauerei 


Unterhefe 
erhalten: 


der 


Tabelle Il. 


wurden 


Macerationssaft 
folgende 





Versuche eenirinclpnaitnntionenagine 
lJ, Std. 
a 
b i 
c om 
d 0.8 
e 0 
he 
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18 Std. 41 Std. 
1,0 8.4 

14,5 37,5 
2.5 8,5 

44,0 72,5 
0 0 


eem CO, nach 


65 Std. 


20,2 
53,0 
20,1 
80,8 
0 


70 Std. 


29,2 
59.8 
30,0 
83,2 
0 


90 Std. 


33,4 
64,0 
32,4 
84,0 
0 
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Das zymatische System von Saccharomyces Johannisberg. 


Von 
Izue Yamasaki. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 30. August 1930.) 


In einer Reihe von Arbeiten des hiesigen Instituts ist dargetan 
daB in den verschiedensten Hefen die desmolytischen Teil-enzyme 
Glykolase? und Carboxylase? gesondert nachgewiesen werden kénnen. 
Nach dem gegenwartigen Stande unseres Wissens mu8 man schlieBen, 
daB die Glykolase nach voraufgegangener Phosphorylierung des Zuckers 
in Funktion tritt. Dabei wird die Aufspaltung der 6 Kohlenstoffkette 
zu einem K6rper der 3-Kohlenstoffreihe vollzogen. Es entsteht zu- 
naichst Methylglyoxal, das dann von Brenztraubensiure abgelést wird * 
Die Carboxylase erméglicht schlieBlich den Ubergang in Verbindungen, 
die ein Kohlenstoffatom oder deren zwei enthalten. 

Die bisherigen Untersuchungen, durch welche diese Verhiltnisse 
klargelegt wurden, sind mit gewéhnlichen ober- wie untergirigen Hefen 
ausgefiihrt gewesen. Des weiteren habe ich gezeigt, daB auch in einer 
wilden Hefe, der Torula colliculosa*, der gleiche Enzym-komplex wie in 
Kulturhefen vorkommt. 

Durch wichtige Untersuchungen von W illstatter, Steibelt, Oppenheimer 
und Bamann ist nun eine Gruppe von Saccharomyceten bekannt ge- 
worden, die von den meist verwendeten Hefen dadurch abweichen, daB sie 
Disaccharide mit Hilfe eines von den Autoren Maltozymase genannten 


1 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928; 210, 466. 
1929; Naturw. 18, 427, 1930; C. Pi-Suner- Bayo, ebendaselbst 213, 489, 1929 

2 Literatur bei C. Newberg in Oppenheimer-Pincussen, Die Fermente 
und ihre Wirkungen 3, 1317. 

8 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 216, 493, 1929; 219, 490, 1930; 
B: 63, 1986, 1930. 

4 7. Yamasaki, diese Zeitschr. 218, 468, 1930; 219, 252, 1930. 

5 R. Willstdtter u. W. Steibelt, H. 115, 211, 1921. R. Willstdtter u. 
G. Oppenheimer, H. 118, 168, 1922; R. Willstdtter u. E. Bamann, H. 151, 
242, 1926. 
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spezifischen Agens unmittelbar vergiren, ohne daB sich die friiher all- 
gemein als notwendig betrachtete Hydrolyse der zusammengesetzten 
Zucker zu Monosen offenbart. Die bedeutsamen Befunde von Will- 
stitter und seinen Mitarbeitern sind neuerdings von T'rautwein und 
Wassermann' bekraftigt worden; auch sie beobachteten, daB ver- 
schiedene Erreger Maltose schneller als Glucose umsetzen. 

Wenn nun Hefen existicren, die Disaccharide, also Substanzen 
direkt vergiren, welche um 1 Mol. Wasser armer sind als 2 Mol. Hexosen, 
so konnte in Betracht zu ziehen sein, daB hier ein ganz besonders ge- 
arteter Girapparat vorliegt, mit anderen Worten, daB Weingeist und 
Kohlendioxyd, die normalen Endprodukte der alkoholischen Zucker- 
spaltung, auf andere Weise als in der Norm (vgl. 8.129) entstehen. 

Im Hinblick auf diese nicht unwichtige Frage habe ich einen 
Hefepilz aus dieser Gruppe, den Saccharomyces Johannisberg II, in 
der Richtung der aufgeworfenen Frage untersucht. Die Kultur ge- 
langte an das hiesige Institut durch das freundliche Entgegenkommen 
des Herrn Prof. K. Trautwein in Weihenstephan, dem fiir die Uber- 
lassung vielmals gedankt sei. 

Zunichst habe ich mich davon iiberzeugt, daB dieser Erreger Maltose 
vergirt, und zwar unzweifelhaft rascher als Traubenzucker. Damit 
sind die Angaben von Willstdtter sowie Trautwein voll bestatigt. 

Sodann ging ich dazu iiber, nach Tetl-enzymen des desmolytischen 
Apparates bei dem Saccharomyces Johannisberg II zu fahnden. 

Bei den Versuchsanordnungen, die fiir diese Zwecke zu wahlen 
sind, kommt man nicht mit einfachen Beimpfungen der Substrat- 
lésungen aus, sondern benétigt Massenkulturen. Dieselben hat fir 
mich Frau Joel geziichtet, der ich dafiir sehr verpflichtet bin. 

Die Kultivierung der Hefe Johannisberg IT geschah in Bietwiirze und 
auf Wiirze-Agar. Fiir jede Fertigung wurden 15 Liter fliissigen Nahrbodens, 
der sich in groBen Kolben befand, sowie 120 Wiirze-Agar-platten vom 
Durchmesser 19cm verwendet. Die nach zweitiétiger Aufbewahrung bei 
25° auf den Platten gewachsene Hefe wurde mit dem iliissigen Inhalt der 
Kulturkolben abgeschwemmt. Dann wurde unter Wahrung der Sterilitat 
abgeschleudert und bis zur Zuckerfreiheit auf der Zentrifuge gewaschen. 
Ausbeute rund 300g abgeschleudertes, feuchtes Material. 

Zum Nachweis der Glykolase, des fiir die Bildung des Methyl- 
glyoxals verantwortlichen Agens, bediente ich mich eines Alkohol- 
Ather-prdparats oder einfach der getrockneten Hefe. Beide Zubereitungen 
wurden in der fiir Hefen tiblichen Weise nach bekannten Vorschriften 
gewonnen. Mit hexose-di-phosphorsaurem Magnesium als Substrat 
gelang es, auch mit dem Saccharomyces Johannisberg II Methyl- 
glyoxal, das typische Produkt der initialen Desmolyse, zu isolieren. 


1 K. Trautwein u. J. Wassermann, diese Zeitschr. 215, 293, 1929. 
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Ich habe mich nicht auf die Abscheidung der Substanz beschrinkt, 
sondern den Vorgang auch bilanzmaBig verfolgt. Die Menge Methy]- 
glyoxal, die ich erzielt habe, betrug rund 50°,, der Theorie, waihrend 
bei gew6hnlichen Hefen Ertrage bis 85°, erreicht werden. Ob daraus 
allerdings auf einen andersartigen Mechanismus der desmolytischen 
Spaltung geschlosser werden kann, muB dahingestellt bleiben (s. unten). 

Sodann habe ich den genannten Spezialerreger noch auf die Fahig- 
keit zur Bildung von Brenztraubensdure gepriift. Brenztraubensiure 
wurde erzeugt, wenr das Hefenquantum entsprechend dosiert war, 
aber nur in einer Menge unter 50°, der Theorie. Dieses habe ich 
gleichfalls durch einen Bilanzversuch erhartet. 

Fernerhin habe ich noch die Vergdrbarkeit von zugefiigter Brenz- 
traubensdure untersucht und festgestellt, dab der Saccharomyces 
Johannisberg I] Carborylase enthilt. 

Damit sind wichtige Partial-fermente des zymatischen Systems 
im Saccharomyces Johannisberg I] nachgewiesen. 

Wie schon erwahnt, sind die Ausbeuten sowohl an Methylglyoxal 
als an Brenztraubensiure geringer als bei den iiblichen Hefen. Da 
selbst mit Hexose als Substrat (Fructose-di-phosphat) etwa nur die 
Halfte der sonst erzielten Ausbeuten an typischen Spaltungsprodukten 
erhalten wurden, kann man aus diesen Versuchen kaum folgern, dab 
die Maltose von dem Erreger grundsatzlich anders umgesetzt wird als 
das Monosaccharid. Ein solcher Schlu8 erscheint ebensowenig erlaubt 
wie fiir tierische Zellen, die teils Polysaccharide, teils Hexosen besser 
glykolysieren! (Vertreter: Muskel- und Sarkom-gewebe [Warburg)), 
aber doch in gleicher Weise Methylglyoxal als eigentliches Produkt 
der Glykolyse erzeugen?. 

Ein normales Verhalten zeigte der Spezialerreger hinsichtlich des 
Aktes der Phosphorylierung, wenigstens insofern, als er Phosphat- 
bindung bewirkte. Beziiglich dieser Leistung aihnelt der Saccharomyces 
Johannisberg II den obergirigen Hefen. Es ist bekannt*, da diese 
im allgemeinen keine sichtbare Phosphorylierung herbeifiihren, wohl 
aber wird eine solche offenbar, Wenn man Coferment hinzugibt (Newberg 
und Gottschalk*). Nach diesem Prinzip gelang mir der Nachweis der 
Phosphat-bindung. Es war mir aber nicht méglich, die entstandenen 
Phosphorsiure-ester in ganz analysenreinem Zustande zu_isolieren. 


1 Lit. s. bei Oppenheimer-Kuhn, Enzyme, 8. 531. 

2 C. Neuberg M. Kobelu. H. Laser, Zeitschr.f. Krebsforschg. 82, 92, 1930. 

3 C. Neuberg, E. Farber, A. Lewite u. E. Schwenk, diese Zeitschr. 83, 
244, 1917; H. v. Euler, ebendaselbst 86, 338, 1918; C. Neuberg, ebendaselbst 
103, 320, 1920. 

4 C. Neuberg u. A. Gottschalk, diese Zeitschr. 161, 244, 1925. 
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Hierzu waren bei dem verhiltnismaBig schwachen Phosphorylierungs- 
vermégen dieser Hefe soleche Mengen erforderlich gewesen, wie sie nicht 
geerntet werden konnten. Ohne Miihe gewann ich eine Fraktion, die ein 
schwerlésliches Bariumsalz nach Art der Hexose-di-phosphorsaure 
lieferte. Wie dieses gab es die typischen Fructose-reaktionen; demnach 
bringt auch der Saccharomyces Johannisberg II auf dem Wege iiber 
die Phosphorylierung die physiologische Umwandlung von Aldose 
in Ketose zuwege, in der man einen der bedeutungsvollsten Effekte 
des Phosphorylierungs-aktes zu erblicken hat!. Als zweite Fraktion 
wurde das lésliche Bariumsalz eines Esters gewonnen, der sich wie 
Hexose-mono-phosphorsaiure verhielt, doch stimmten die Analysen nicht 
vollkkommen. Selbst nach Reinigung und wiederholtem Umfillen wies 
das lésliche Bariumsalz zu wenig Phosphor auf, war aber stickstoff- 
frei und reduzierte Fehlingsche Lésung. Das Bariumsalz zeigte eine 
abnorm hohe Drehung, die gréBer war als die des Robisonschen Mono- 
phosphats. Es ist nicht ausgeschlossen, daB ein Gemisch von Hexose- 
mono phosphat mit Trehalose-mono-phosphat vorlag; allerdings kamen 
die analytischen Daten denen fiir einen Hexose-mono-phosphorsaure- 
ester nahe. Jedenfalls ist im Enzymsystem des Erregers Phosphatese 
vorhanden, uud die Gegenwart von Phosphatase folgt aus der unter 
Phosphatabspaltung geschehenden Desmolyse des Hexose-di-phosphor- 
siure-esters zu Methylglyoxal. 


I. Spaltung des Zuckers nach der fiinften Vergirungsform (Glykolase, 
Methylglyoxal-anhaiufung.) 


Die Methylglyoxal-ansammlung gelang sowohl bei 24stiindiger Ein- 
wirkung von Alkohol-Ather-praparaten als auch von Trockenhefe auf 2- 
bzw. 5%ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung. 


Vorversuche. 


Die brauchbaren Mengen Enzymmaterial betrugen 0,1 bis 1 g Alkohol- 
Ather-praparat bzw. 0,1 bis 0,5 g Trockenhefe auf je 30 ccm der Hexose- 
phosphat-lésungen. 

Bei Anwendung von 1 g Trockenhefe auf 30 ccm Zymo-di-phosphat- 
lésung stellte sich anstatt des Methylglyoxals Brenztraubensiure ein. 
Wurde der Versuch mit 0,5 g Trockenhefe erst nach 2 Tagen unterbrochen, 
so war neben Methylglyoxal auch Brenztraubenséure zugegen. 


Bilanzversuche. 
Ansatze. 


a) 1140 cem 2,185 %ige Lésung von Magnesium-hexose-di-phosphat, 
7,5 g Alkohol-Ather-praparat von Saccharomyces, Johannisberg IT, 
20 cem Toluol. 


1 Vgl. hierzu I. St. Neuberg u. Cl. Ostendorf, diese Zeitschr. 221, 154, 
1930. 
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b) 500 cem Wasser, 
3,3 g des Alkohol-Ather-praparats, 
8,8cem Toluol. 

c) 300cem 0,05 %ige Methylglyoxal-lésung, 
2,0 g des Alkohol-Ather-praparats, 
5,3 cem Toluol. 

d) 300 cem 0,05 %ige Methylglyoxal-lésung, 
5,3 cem Toluol. 


Die Aufarbeitung geschah nach 24stiindiger Digestion bei 37° auf die 
in den zuvor angefiihrten Arbeiten beschriebene Art. 

Wahrend der Versuchsdauer waren pro 100 ccm aus den zu Beginn 
vorhandenen 0,3526 g Di-phosphat-Phosphor 0,08674g P abgespalten. 
Da fiir das gleiche Volumen 0,002 25 g Mono-phosphat-Phosphor bestimmt 
wurden, waren 0,08674 —0,00225 = 0,08449¢ P durch vollstindige 
De-phosphorylierung frei geworden. Dieser Phosphormenge entsprechen 


0,2450 g disponibler Zucker. 6,1210 g Hexose wurden nach der Beendigung 
des Versuchs gefunden, so daB 0,2450 minus 0,1210 = 0,1240 g Hexose 
fiir die Bildung von Methylglyoxal in Betracht kamen. 

Isoliert wurden aus 800ccm enteiweiBter Versuchsliésung 1,70 g 
Methylglyoxal- bis-2, 4-di-nitro-phenylhydrazon. Dem entsprechen 0,0443 g 
Methylglyoxal-hydrat pro 100 ccm. 

Durch Analyse der Vergleichsversuche c) und d) hatte sich ergeben, 
da8B in 100ccem Versuchsgemisch 0,0172 g Methylglyoxal-hydrat ver- 
schwunden waren, so daB die entstandene Menge Methylglyoxal-hydrat 
0,0443 + 0,0172 = 0,0615 g = 49,6% der Theorie ausmachte. 


Analyse des Methylglyoxal-derivats. 


4,793 mg Substanz: 7,341 mg CO, und 1,300 mg H,O. 
2.763 ., - : 0,617 cem N, (20°, 754mm, 50% KOH). 
C,,H,;.N,0,. Ber.: C = 41,66%, H = 2,80%, N = 25,93%; 
gef.: GC = 41,79%, H = 3,03%, N = 25,81 %. 


Il. Spaltung des Zuckers nach der vierten Vergirungsform. 
(Brenztraubensaéure-anhaiufung). 


Vorversuche siehe 8. 130. 


Bilanzversuche. 





Ansatze. 
a) 900 cem 4,781 %ige Lésung von Magnesium-hexose-di-phosphat, 
30 g Trockenhefe Johannisberg IT, 
15cem Toluol. 
b) 900 cem Wasser, 
30 g von der gleichen Trockenhefe, 
150 cem Toluol. 

Gleichzeitig wurden je 10,0 cem derselben Gargemische zur Messung 
des gebildeten Kohlendioxyds in Eudiometer gefiillt. Wahrend der Versuchs- 
zeit von 24 Stunden wurden bei 37° aus 10,0 cem des Hexose-di-phosphat- 
ansatzes 3,1 cem CO, (gemessen bei 24° und 763 mm) 5,5 mg CO, ge- 
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bildet ; d. h. es waren pro 100 cem Géargemisch 0,1125 g Hexose vergoren. 
Eine Selbstgarung der Trockenhefe wurde wahrend dieser Zeit nicht beob- 
achtet. 

Die Phosphor-bilanz ergab, daB von 0,7715 g¢ zu Beginn vorhanden 
gewesenen Di-phosphat-Phosphors wihrend 24 Stunden 0,5437 g P = 70,5 % 
abgespalten waren. Hexose-mono-phosphat war bei der De-phosphory- 
lierung nicht nachweislich gebildet worden, so daB dem abgespaltenen 
Phosphor 1,5764 g frei gewordener Zucker entsprachen. Davon waren 
pro 100 cem 0,1125 g vergoren. Am SchluB des Versuchs wurden fiir 100 cem 
0,1300 g freier Zucker ermittelt, sodaB fiir die Bildung von Brenztrauben- 
siure 1,5764 minus (0,1125 + 0,1300) = 1,3339 g¢ Zucker zur Verfiigung 
standen. 


Entsprechend der Formel der vierten Vergaérungsform (C,H4.0, 

CH, . CO. COOH + CH,OH . CHOH . CH,OH) konnten daraus 
0,6521 g Brenztraubensiure hervorgehen. Isoliert wurden aus 500 cem 
enteiweiBter Versuchslésung a) 3,644 g Brenztraubensiure-2, 4-di-nitro- 
phenylhydrazon. Dem entsprechen 0,2393 g Brenztraubenséure pro 100ccem. 
Die Ausbeute betrug also 36,7° der Theorie. 


Analyse der Brenz'raubensdure-derivate. 


4,787 mg Substanz: 7,090 mg CO, und 1,300 mg H,O. 
2,272 ,, o 0,411 cem Ny, (20°, 754mm, 50° KOH). 


C,H,O,N,. Ber.: © = 40,29%, H — 3,01%, N = 20,90% 
gef.: C = 40,41%, H 3,04%, N 20,92 %. 


Glycerin wurde nicht bestimmt. 


Ill. Brenztraubensiure-vergirung. 


Zur Ermittlung des bei der Vergirung von Brenztraubensiéure 
erzeugten Kohlendioxyds folgte ich der letzten dafiir von Neuberg 
und Reinfurth! gegebenen Vorschrift, mit der eine quantitative Be- 
stimmung in einfacher Weise méglich ist. Dazu dienten nachstehende 
Versuchsgemische : 


a) 2cem m Brenztraubensiurelésung, 
2 ,, m Di-natriumsulfitlésung, 
2 ,, Acetat-puffer (60 g Eisessig + 272 g CH,. COONa + 3H,O 
in 1000 cem), 
4 g Trockenhefe, 
mit Leitungswasser auf 35cem aufgefiillt; dazu kamen 
0,5 cem Toluol. 
b) 4g Hefe, mit Wasser auf 35 ccm aufgefiillt, 
0,5cem Toluol. 
Je 10,0cem dieser Gargemische wurden in Eudiometer gebracht. 
Bei 20° waren innerhalb 24 Stunden aus 10,0 cem des Versuchs a) 11,8 cem 
CO, und aus 10,0 cem des Versuchs b) 0,3 cem CO, (760 mm) entwickelt. 


1 OC. Neuberg u. E. Reinfurth, B. 53, 1051, 1920. 
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Nach Abzug des im Vergleichsansatz erhaltenen Wertes belief sich die 
Menge des aus Brenztraubensiure entstandenen Kohlendioxyds auf 11,5 cem 
(20°, 760 mm) = 0,0207 g CO,. Die berechnete Menge CO, macht fiir 
10,0 cem Versuchsgemisch 0,02514 g¢ aus; 82,4% der Brenztraubenséiure 
waren also vergoren. 

Der Acetaldehyd, der neben Kohlendioxyd entstanden war, wurde 
qualitativ nachgewiesen. 


IV. Posphorylierungs-versuche. 


In einem Gemisch, das in einem Volumen von 45 ccm 6 g Maltose oder 
Glucose, 200 mg P und 4g Trockenhefe enthielt, fand bei dem fiir die 
Phosphorylierung optimalen pq von 6,5 bis 6,7 keine sichtbare Phosphat- 
bindung und kaum Géarung statt. Wurde zu diesem Gemisch aber aus 
Patzenhofer Hefe bereiteter Kochsaft gefiigt, so wurde starke Garung 
beobachtet, und im Maltoseversuch war nach 3 Stunden das gesamte 
vorhandene Phosphat in organische Bindung iibergefiihrt, wahrend im 
Glucose-ansatz wohl eine weitgehende Phosphorylierung statthatte, das 
anorganische Phosphat aber nie ganz vollstandig verschwand. Nach 
6 Stunden setzte in beiden Versuchen wieder Hydrolyse der gebildeten 
Phosphorséure-ester ein. 

Ahnlich verhielt sich die Hefe in frischem Zustande bei Gegenwart 
von Toluol. Eine deutliche Phosphorylierung fand auch hier nur bei Zu- 
gabe von Coferment aus Bierhefe statt, und wieder schritt die Phosphat- 
bindung bei Verwendung von Maltose als Substrat weiter fort als bei Be- 
nutzung von Glucose. 


Zur Isolierung der gebildeten Phosphorsiure-ester wurde folgende 
Versuchsanordnung gewahlt : 
a) 400 cem Hefenkochsaft zusammen enthaltend 
300 ,, Phosphatlésung von pu = in 2h0. ?, 
126g Maltose, 
360 g feuchte, frische Hefe Johannisberg IT, 
100 cem Toluol. 


b) 400 cem desselben Hefenkochsafts 
300 ., Phosphatlésung pu = 6,6 
144 ¢ Glucose, 

360 g feuchte, frische Hefe, 

100 cem Toluol. 


~— 


zusammen enthaltend 2,2 ¢g P, 


c) 100 cem-desselben Hefenkochsafts, 
75 ,, Phosphatlésung, 
90 g feuchte, frische Hefe, 
25cem Toluol. 


Nach 5'4stiindigem Digerieren bei 37°, als in dem Maltose-ansatz 
kein anorganisches Phosphat, aber im Glucose-ansatz noch eine Spur 
davon vorhanden war, wurden die Versuche unterbrochen. Es wurde wie 
iiblich genau neutralisiert, im siedenden Wasserbad aufgekocht und zentri- 
fugiert. Je 715 ccm klares Zentrifugat vom Versuch a) und b) wurden mit 
einer konzentrierten Lésung von je 37 g Bariumacetat versetzt, kurz erhitzt 
und hei8 abgesaugt. Der Niederschlag enthielt die Di-phosphat-fraktion, 
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im Filtrat befand sich ein leicht lésliches Bariumsalz von Mono-phosphor- 
siure-ester. Trotz wiederholter Reinigungsversuche gelang es nicht, aus 
dem Niederschlag ein reines Di-phosphat zu erhalten. Aus der Mono- 
phosphat-fraktion wurden die Ester durch Fiallung mit Bleiessig nieder- 
geschlagen und die Reinigungen durch wiederholte Fallung mit Bleiacetat, 
Bleiessig und Alkohol in bekannter Weise durchgefiihrt. Stickstoffhaltige 
Beimengungen wurden mit Quecksilberacetatlésung ausgefallt. Die schlieB- 
lich erhaltene Substanz war in Wasser und 10 %igem Alkohol klar léslich. 
Aus den analytischen und polarimetrischen Bestimmungen (siehe Tabelle) 
ist zu ersehen, daB trotz der oftmaligen Umfallung noch Gemische vorlagen. 





Tabelle. 
“Ba a Pp [«]p 

Bariumsalz des Hexose-mono-phosphats 

nach Robison CgH,,0;P0,Ba. Ber. 34,7 7,85 + 12,2° bis 

0 

Ba-Salz der Mono- eleane -fraktion + 15,6 

aus Maltose. ... waren A 33,0 6,5 + 18,1° 
Ba-Salz der SSinienilecatias tidlitiens 

one Ganeem. «ws ws 31,9 6,5 + 9,6° 


Somit ergab sich folgendes: 


Saccharomyces Johannisberg II ist befahigt, hexose-di-phosphor- 
saures Magnesium zu Methylglyoxal und Brenztraubensiure auf- 
zuspalten, wenn diese Hefe in Form von Alkohol-Ather oder Trocken- 
praparaten angewendet wird. In Gestalt des Trocken-praparates ver- 
girt sie Brenztraubenséure sehr gut. Unter der Wirkung von Toluol 
bewirkt die frische Hefe — ebenso auch die getrocknete Hefe —~- Phos- 
phat-bindung, sobald man Coferment hinzufiigt. Es entstehen mindestens 
zwei Phosphorséure-ester, von denen der eine ein schwerlésliches und 
der andere ein leichtlésliches Bariumsalz liefert. 














Zur Biochemie des Kohlenhydratstoffwechsels 
in ausgewaschenem Muskelgewebe. 


Von 


A. Utewski. 
(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut, Charkow.) 


(Eingegangen am 4. September 1930.) 


Die Frage nach der Bildung einiger Produkte des intermediiren 
Kohlenhydratstoffwechsels in normalem und ausgewaschenem Muskel- 
gewebe ist eng an diejenige nach der Oxydation der Milchsiure und 
nach dem sogenannten Coferment der Atmung gebunden. 


Bereits vor langer Zeit, seit den Arbeiten von Battelli und Stern (1), 
wurde nachgewiesen, da ausgewaschenes Muskelgewebe die Fahigkeit 
zu atmen verliert. Das Hinzufiigen eines wasserigen Extrakts aus einer 
anderen Portion Muskel stellt die erloschene Atmung des ausgewaschenen 
Muskelgewebes wieder her. Battelli und Stern nannten die durch Wasser 
extrahierbare, fiir die Atmung notwendige Substanz ,,Pnein‘*. Meyerhof (2) 
wies nach, da8B nicht allein ein wasseriger Extrakt als solcher, sondern 
auch gekochter wasseriger Extrakt, der sogenannte Kochsaft, die erloschene 
Atmung des ausgewaschenen Muskelgewebes anregt, obwohl der Respira- 
tionsquotient dabei etwas anders ausfillt; Meyerhof halt die Oxydation 
von Milchsaéure fiir den wesentlichsten Vorgang, der mit der Atmung von 
zerkleinertem Muskelgewebe verbunden ist. Auf Grund seiner Versuche 
mit der Atmung von ausgewaschenem Muskelgewebe aéuBerte Meyerhof 
die Meinung, da8 zur Oxydation von Milchséure auBer einem thermolabilen 
Ferment auch ein thermostabiles, im Wasser lésliches Coferment (,,Co- 
ferment der Atmung“‘) notwendig ist. Seine Entfernung bei dem Aus- 
waschen des Muskelgewebes mit Wasser oder Pufferlésungen bewirkt 
einen Stillstand der Atmung. 

Sowohl Battelli und Stern als auch Meyerhof, hielten das Pnein fiir 
keine homogene Substanz. Meyerhof wies auf seinen Gehalt an Wasserstoff- 
donatoren, Lactaten und Succinaten hin. Mehrere Forscher waren der 
Meinung, der Kochsaft rege die Atmung von ausgewaschenem Muskel- 
gewebe gerade dank dem Vorhandensein dieser Wasserstoffdonatoren an. 
Holden (3) wies darauf hin, daB Kochsaft, der eine gewisse Zeit lang mit 
einer Portion ausgewaschenen Muskelgewebes im Kontakt geblieben war, 
die Fahigkeit einbiiBt, die Atmung einer anderen Portion anzuregen. Er 
erklarte die Wirkung des Kochsaftes durch das Vorhandensein von Brenn- 
stoff darin, nimlich von Wasserstoffdonatoren. Diese Meinung teilte auch 
Ahlgren (4) und in allerjiingster Zeit Hahn und Fischbach (5). Als An- 
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hinger der Theorie vom Coferment der Atmung trat Szent-Gyérgyi (6) 
auf. Nach Szent-Gyérgyi wird das Coferment der Milchséiureoxydation 
durch basisches essigsaures Blei sedimentiert und beim Durchstr6émen von 
H,S wieder befreit; es soll eine Reihe spezifischer Eigenschaften besitzen, 
welche es von dem Ferment unterscheiden. Nach diesem Autor kann die 
Dehydrierung von Milchséiure auch in ausgewaschenem Muskelgewebe vor 
sich gehen, die Oxydation von frei gewordenem Wasserstoff durch den 
Sauerstoff der Luft kénne jedoch nur in Anwesenheit des Coferments er- 
folgen. Vor kurzem wurde die Frage nach der Oxydation der Milch- 
siure und dem ,,Coferment der Atmung‘t durch die Arbeiten von Hahn 
und Fischbach wieder aufgeworfen. Diese Forscher untersuchten auBer 
dem Sauerstoffkonsum des normalen und ausgewaschenen Muskelgewebes 
auch noch das Verschwinden von Milchséiure daraus in Anwesenheit von 
Sauerstoff und im Vakuum. Wahrend die Menge der Milchsiéure in normalem 
Muskelgewebe in Anwesenheit von Sauerstoff stark abnimmt, war in einem 
System aus ausgewaschenen Muskeln + Kochsaft kein Unterschied in 
der Milchsiuremenge in aeroben bzw. anaeroben (Vakuum) Verhaltnissen. 
Diese Tatsache, wie auch die Verschiebung des Respirationsquotienten 
lieBen Hahn und Fischbach annehmen, daB sie es nicht mit einem Coferment, 
sondern lediglich mit einer Zufuhr von Wasserstoffdonatoren, méglicher- 
weise von bernsteinsauren Salzen zu den ausgewaschenen Muskeln zu 
tun hatten. 

Einerlei ob die Untersucher mit der Mb-Methodik, mano- 
metrisch, oder unter Kombinierung der einen und der anderen Methode 
arbeiteten, fixierten sie ihre Aufmerksamkeit hauptsichlich auf die 
Milchséiure. Die Gewebsatmung ist aber mit einer Reihe von Hydra- 
tations- und Dehydrierungsprozessen verbunden, die Milchsaure bildet 
nur eine Etappe (zwar eine sehr wichtige), und nur eine Phase des 
intermediaren Kohlenhydratstoffwechsels. Es schien uns von Interesse 
und angebracht nachzuweisen, wie das Auswaschen des Muskelgewebes 
die anderen Etappen des intermediiren Stoffwechsels beeinfluBt, 
welche von diesen Prozessen gestért werden und inwieweit der hinzu- 
gefiigte Kochsaft sie wieder herstellen kann. Mit anderen Worten, 
wir wollten nachweisen, welche Etappen des intermediiren Kohlen- 
hydratstoffwechsels mit demjenigen Faktor verbunden sind, den 
Battelli und Stern Pnein, Meyerhof Atmungskérper, Coferment der 
Atmung usw. genannt haben. 

Als Hauptprozesse — Knotenpunkte — wahlten wir die Bildung 
von Acetaldehyd im Muskelgewebe, die Umwandlung von Brenz- 
traubenséure, die Oxydation von Milchsiure und die Umwandlung 
von Fumar- und Apfelsiure. Als Untersuchungsobjekt diente uns der 
M. pectoralis von Tauben, den wir schon friiher recht eingehend im 
Hinblick auf den intermediéren Kohlenhydratstoffwechsel untersucht 
hatten [Utewski (7)]. 


Zwecks Auswaschens brachten wir das in der Kalte zerkleinerte Muskel- 
gewebe in die zwanzigfache Menge destillierten Wassers und bearbeiteten 
es 25 Minuten lang langsam im Schiittelapparat. Sodann wurde das Muskel- 
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gewebe in Mull ausgepreBt und wieder durchgeschiittelt. Dies wurde dreimal 
wiederholt. Der Kochsaft wurde auf solche Weise gewonnen, da wir in 
kochendes destilliertes Wasser, bzw. in eine Pufferlésung, das auf Eis zer- 
kleinerte Muskelgewebe brachten (die Stiickchen durften nicht allzu klein 
sein). Der Kochsaft muBte 3 bis 4 Minuten lang sieden und wurde dann 
abfiltriert. 

Zur Bestimmung des Acetaldehyds bedienten wir uns des Abfang- 
verfahrens von Neuberg (8); in einer Reihe von Versuchen wurde jedoch 
die Bestimmung von Acetaldehyd mittels Hydroxylaminsulfat durch das 
empfindlichere iodometrische Verfahren ersetzt (Acetaldehyd wurde durch 
Destillation in eine Bisulfitlésung gebracht und das gebundene Bisulfit 
nachher mit n/200 J bestimmt). Die Menge der hinzugefiigten und ver- 
schwundenen Brenztraubenséure bestimmten wir mittels Phenylhydrazin 
mit darauffolgender alkalimetrischer Titration des erhaltenen Phenyl- 
hydrazons [Simon und Aubel (9)}. 

Die Milchsiure bestintmten wir nach Fiirth-Charnas-Embden. Zur 
Bestimmung der Apfelsiure gebrauchten wir die einfache und bequeme 
Methode von Joder (10), welche darauf begriindet ist, daB bei Hinzufiigen 
von Uran die Drehung der Apfelsiure stark zunimmt ({ap}] = 501°). 


1. Die Bildung von Acetaldehyd in ausgewaschenem Muskelgewebe. 


Nach Gottschalk (11) ist die Bildung von CH,COH in den tierischen 
Geweben an Oxydationsprozesse gebunden. Schon Spuren von Cyan- 
salzen bringen die Bildung von Acetaldehyd in Leber- und Muskel- 
geweben vollkommen zum Stillstand. Es war zu erwarten, da in 
ausgewaschenem Muskelgewebe, welches die Fahigkeit der Atmung ein- 
gebuBt hatte, auch die Bildung von Acetaldehyd — dieses charak- 
teristischen Gliedes der oxydativen Phase des Kohlenhydratabbaues 
— gestért werden miiBte. 

Diese Vermutung wurde durch unsere Versuche vollkommen 
bestatigt. Bei der Autolyse von normalem Muskelgewebe verschiedener 
Tiere sammelt sich eine unbedeutende, aber im allgemeinen recht 
konstante Menge Acetaldehyd an; im M. pectoralis der Tauben durch- 
schnittlich 3 bis 5 mg in 100g Muskelgewebe (Utewski). Unterwirft 
man das ausgewaschene Muskelgewebe der Autolyse, so bilden sich 
in demselben kaum merkbare Spuren von Aldehyd (0,05 bis 0,2 mg in 
100 g Muskelgewebe); eine Ansammlung von Acetaldehyd ist aber in 
iiberwiegender Mehrzahl der Fille nicht nachweisbar (s. Tabelle I). 

Da dies dadurch bedingt sein konnte, daB bei dem Extrahieren 
mit Wasser aus dem Muskelgewebe diejenigen Verbindungen (Kohlen- 
hydrate und ihre Abbauprodukte) entfernt werden, die als Material 
zur Bildung von Acetaldehyd dienen, so setzten wir zu dem _ aus- 
gewaschenen Muskelgewebe eine Reihe von Substanzen hinzu, die 
gewohnlich in mehr oder minder starkem Mabe die Bildung von Acet- 
aldehyd bei der Autolyse stimulieren. Als derartige Substanzen kommen 
Glykogen, Glucose, Fructose, Glycerin, Alanin in Betracht. Allein 
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Tabelle I. 
Acetaldehydbildung bei der Autolyse des Muskelgewebes (m. pectoralis 
von Tauben). 





Ausgewaschenes 


N es Muskel- Ausgewase Ss 1 seme ts 

Nr Normpewebe “a ‘Muskelgewebe my eckeat yoy 
mg CH; COH pro mg CH, COH pro mg CH, COH pro : > 

100 g Muskel 100 g Muske 100 g Muskel Std. 

1 4,40 0,30 3,52 5 

2 5,00 0,20 2,89 3 

3 3,00 0,90 2,64 3 

+ 4,04 0,20 1,87 3 

5 5,00 0,22 1,65 3 

6 4,75 0,00 1,10 3 

7 3,80 0,00 2,20 2 

8 5,00 0,30 2,10 3 


auch in Anwesenheit dieser Substanzen wurde Acetaldehyd nicht 
gebildet, oder er bildete sich in kaum merkbaren Mengen, ebenso wie 
auch in den Kontrollen; als letztere dienten ausgewaschene Muskel 
ohne Zusatz von Kohlenhydraten (s. Tabelle I). 


Tabelle II. 


Acetaldehydbildung bei Autolyse des ausgewaschenen Muskelgewebes in 
Gegenwart von verschiedenen (glykogenbildenden) Substanzen. 





Kontrolle 

Zugefiigt Gefunden (ohne Zugabe) 

mg CH, COH mg CH; COH 
ESR eee ae 0,25 0,25 
Sas 6. Soa cs es 0,16 0,16 
ee ere are ee 0,25 0,25 
CE Se ae eee eee 0,15 0,16 
0,5 g bernsteinsaures Natrium. .. . 0,20 0,20 
0,5,, milchsaures Natrium | He 
1eem Athylalkohol | ny = 
0,3 g brénztraubensaures Natrium - 300 er 


Etwas abweichende Resultate erzielten wir bei Zusatz von Athy]- 
alkohol, Milchsiure und namentlich Brenztraubenséure zu dem aus- 
gewaschenen Muskelgewebe. Bei Vorhandensein dieser Substanzen 
werden im ausgewaschenen Muskelgewebe merkliche Mengen von 
Acetaldehyd angesammelt. 

Das ausgewaschene Muskelgewebe erhalt folglich in geringem 
Grade seine Fahigkeit, Athylalkohol und Milchsaiure zu dehydrieren. 
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Gegenwartig untersuchen wir, ob es méglich ist, diese Prozesse 
durch Hinzufiigen von Wasserstoffakzeptoren zu stimulieren. 

In Anwesenheit von brenztraubensauren Salzen kommt ebenfalls 
eine merkliche Ansammlung von Acetaldehyd zustande, welche der 
Norm nahe ist (s. Tabelle I1). Dies beweist, daB die carboxylatische 
Spaltung von Pyruvinaten (CH,COCOOH — CH,COH + CO,) nicht 
an die Atmung gebunden ist und sich auch in Muskelgeweben vollzieht, 
die mit Wasser oder Phosphatpuffern extrahiert worden sind. 

Wird dem ausgewaschenen Muskelgewebe Kochsaft beigefiigt, 
so beginnt sich Acetaldehyd wieder im Muskelgewebe anzusammeln, 
wobei seine Menge beinahe die Norm erreicht (s. Tabelle 1). Der Kochsaft 
selbst bildet CH,COH weder spontan, noch aus Kohlenhydraten. 
Indem Kochsaft die Atmung des ausgewaschenen Muskelgewebes 
wieder herstellt, gibt er ihm gleichzeitig die Fahigkeit zuriick, in gewissen 
Grenzen Acetaldehyd aufzuspeichern. Diese Erscheinung darf nicht 
ausschlieBlich durch die Anwesenheit von Brennmaterialien (Wasser- 
stoffdonatoren) im wiasserigen Auszug oder im Kochsaft erklart werden. 
Eher ist hier anzunehmen, da der Kochsaft eine cofermentahnliche 
Substanz enthalt, die zur Bildung von Acetaldehyd und auch fiir eine 
Reihe anderer Vorgainge notwendig ist, wie weiter unten ersichtlich ist. 


2. Umwandlung von Brenztraubensaure. 


Oben (Tabelle I1) haben wir gesehen, daB in Anwesenheit von 
brenztraubensauren Salzen im ausgewaschenen Muskelgewebe merkbare 
Mengen von Acetaldehyd aufgespeichert werden; mit anderen Worten 
hat das ausgewaschene Gewebe, das nicht mehr atmen kann, die Fahig- 
keit zur carboxylatischen Spaltung von Pyruvinaten nicht eingebiiBt. 
Soll das bedeuten, daB die Umwandlung von Brenztraubensiure in 
extrahiertem Muskelgewebe ebenfalls wie im Normalgewebe vorgeht, 
und nicht an die Gewebsatmung gebunden ist?) Dies kénnte man ver- 
muten, falls ein groBer Teil der bei der Autolyse verschwindenden 
Brenztraubensdiure eine carboxylatische Spaltung erfahren hatte. 
Tatsachlich jedoch verschwindet bei der Autolyse von Muskel-, Leber- 
oder Hirngewebe stets viel mehr von hinzugefiigter Brenztraubensiure 
als gleichzeitig damit Acetaldehyd gebildet wird (Utewski). Offenbar 
erfolgt die Umwandlung von Brenztraubensiure gleichzeitig in ver- 
schiedenem Sinne. Ein gewisser Teil davon wird zu Milchséure hydriert, 
wie von Otani (12) am iiberlebenden Leber- und von Utewski am Muskel- 
gewebe bewiesen worden ist. Fiir die Muskeln in situ hielt T’oenissen (13) 
anfangs die Umwandlung von Brenztraubensaure in Essig- und Ameisen- 
sdure fiir méglich, wobei das Stadium des Acetaldehyds (CH,COCOOH 
+ HOH = CH,COOH + HCOOH) iibersprungen ware. In einer 
unserer Arbeiten haben wir gezeigt, daB ein solcher Vorgang bei der 
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Autolyse der Muskeln nicht stattfinden kann; Essigsiure wird entweder 
gar nicht, oder doch nur in ganz geringfiigigen Mengen gebildet (Utewski). 
In der letzten Zeit ist Toenissen selbst zu dem SchluB gelangt, dab 
die Bildung von Essigsaiure aus Brenztraubensaéure —- die er beschrieben 
hatte —- das Ergebnis eines methodischen Fehlers ist. Unlangst hat 
er an isolierten Muskeln unter aeroben Bedingungen die Bildung von 
Bernstein- und Ameisensaure aus Brenztraubensaure bewiesen (wobei 
das Stadium der Essigséure durch ein hypothetisches Produkt der 
Polymerisation, namlich durch die Diketoaktipinséure, umgangen wird). 
Wie dem auch sei, wihrend der Autolyse verschwindet eine bestimmte 
Menge von Brenztraubensaure, die dem Muskelgewebe beigefiigt wird, 
auf dem Wege iiber die einen oder anderen intermediiren Produkte 
(s. Tabelle III). , 
Tabelle ITI. 


Verwandlung der Brenztraubensiure bei Autolyse des Muskelgewebes. 








A ete | g 
a fF | 4s 
Experiment-Bedingungen Bo 2 va | 2 3 
NS te 
~ 2 ee 
mg Std 
a) 
Muskelgewebe (Kontrolle) . . 82,7 57,4 25,3 3 
Ausgewaschenes Muskelgewebe. 82,7 79,2 3,5 3 
- Mi sana 82,7 80,1 2,6 3 
4 - + Kochsaft . 82,7 73,0 9,7 3 
> ” ‘ : 82.7 72,5 10,2 3 
b) 
Muskelgewebe (Kontrolle). . . .... . 184.0 96,1 37.9 4 
Ausgewaschenes Muskelgewebe ..... 134,0 129,0 5,0 4 
° a o>se of SO | Ie 4,0 4 
“ ‘i + Kochsaft. 134,00 | 112,0 22,0 4 
% ” + - . 13840 110.0 24,0 4 


In den ausgewaschenen Muskeln geht der Abbau von Brenztrauben- 
siure weit schwacher vor sich und entspricht mehr oder weniger der 
Menge von Acetaldehyd, die sich gebifdet hat (s. Tabelle II). Wird 
Kochsaft hinzugesetzt, der die brenztraubensauren Salze selbst gar 
nicht beeinfluBt, so steigt die Fahigkeit des ausgewaschenen Muskel- 
gewebes, anzugreifen —- d.h. die Brenztraubensiure abzubauen — 
weitgehend. Offenbar werden beim Extrahieren mit Wasser mit der 
Entfernung eines bzw. mehrerer cofermentartiger Substanzen die- 
jenigen Prozesse der Umwandlung von Brenztraubensiure gestért, 
welche mit der Atmung (der Oxydoreduktion) verbunden sind. Durch 
den Zusatz von Kochsaft werden diese Prozesse wieder hergestellt. 
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Die Wege der Umwandlung von Brenztrauben- und Milchsiure sowobl 
in einzelnen Organen als auch im ganzen Organismus, erfordern weitere 
Untersuchung und wir setzen gegenwartig unsere Arbeit in diesem 
Sinne fort. 

8. Die Oxydation von Milchsiure. 

Die Oxydation der Milchsdéure wird in schematischer Weise meist 
folgendermaBen dargestellt: Milchsiure—Methylglyoxalhydrat —> 
Brenztraubensiure—Acetaldehyd oder: Milchséure—Brenztrauben- 
siure—Acetaldehyd. 

Die Méglichkeit der letzteren Umwandlung ist experimentell von 
Hahn und German (14) bewiesen. Der Meinung dieser Autoren nach erfolgt 
die Dehydrierung der Milchsiure auch in Abwesenheit von kiinstlichen 
Wasserstoffakzeptoren (7b) und ist offenbar nicht an die Atmung ge- 
bunden, insofern die Anwesenheit von Cyansalzen dieselbe nicht authalt. 
Was den Acetaldehyd anbetrifft, so stimulieren milchsaure Salze normaler- 
weise seine Bildung weder im Leber-, noch im Muskelgewebe [Neuberg und 
Gottschalk (15), Utewski (16)|. Méglicherweise hiaingt dies davon ab, dai 
der Gehalt an Milchsiure bei der Autolyse meist so bedeutend ist, daS 
er die Fahigkeit des Muskelgewebes, die Milchsaiure in Brenztraubensaure 
und weiter in Acetaldehyd umzuwandeln, iibertritft. Daher kann hinzu- 
gefiigtes Lactat unverindert bleiben. Andererseits geht die Umwandlung 
von CH,COCOOH nicht nur in einer Richtung vor sich, und die Bil- 
dung von Acetaldehyd gestattet uns bloB in indirekte? und héchst ent- 
fernter Weise den Gang des ganzen Prozesses zu beurteilen. 

Fiir normales Muskelgewebe gelang es uns, durch Herabsetzung 
der Menge der ,,eigenen“ Milchsiure (indem die Autolyse in Anwesen- 
heit von Fluor- oder Oxalatsalzen vor sich ging), und durch nachfolgenden 
Zusatz von milchsaurem Na, die Bildung von Acetaldehyd zu steigern. 
In ausgewaschenem Muskelgewebe nimmt die Menge von ,,eigener“ 
Milchsaure stark ab und der Zusatz von Milchséure zu solchem aus- 
gewaschenen Gewebe ruft eine, obzwar sehr geringfiigige, Bildung 
von CH,COH hervor (s. Tabelle IV). 


Tabelle IV. 
Acetaldehydbildung aus der Milchséure bei der Autolyse des ausgewaschenen 
Muskelgewebes und bei ausgewaschenem Muskel + Kochsaft. 





or , Ausgewaschenes 
Ausgewaschenes Ausgewascheneés eran ae 
: Ausgewaschenes Muskelgewebe Muskelgewebe M ae - 
Nr. Muskelgewebe + Milchsaures Na + Kochsaft : pr Ee sono Na 
mg CH,COH mg CH; COH mg CH; COH mg CH,COH 
I] 
1 | 0,43 0,96 2,11 3,38 
2 || 0,20 1,02 1,00 2,01 
3 | 0,00 0,66 1,25 2,30 
4 0,22 1,54 1,87 3,39 


Wenn man zu ausgewaschenen Muskeln Kochsaft und milchsaure 
Salze hinzufiigt, so werden ziemlich betrachtliche Mengen Acetaldehyd 
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gebildet, welche sich den normalerweise gebildeten Mengen annahern 
(s. Tabelle IV). Wenn wir aber die Menge von Acetaldehyd, der sich 
in ausgewaschenen Muskeln + Lactat bildet und die Menge von Acet- 
aldehyd, der in nur ausgewaschenen Muskeln + Kochsaft gebildet 
wird, erwigen, so erkennen wir, daB die einfache Summierung uns 
diejenige Menge Acetaldehyd liefert, die beim Vorhandensein aller 
dieser drei Faktoren (ausgewaschene Muskeln + Kochsaft + Milch- 
saiure) angesammelt wird. Folglich wird die Bildung von Acetaldehyd 
in Anwesenheit von milchsauren Salzen nicht durch Zusatz von Koch- 
saft stark angeregt. 


Um die Frage zu beleuchten, ob das Coferment zur Bildung von 
Brenztraubenséure (aus Milchsiéure oder anderen Produkten) not- 
wendig ist, stellen wir zurzeit Versuche an. 


4. Die Umwandlung von Fumar- und Apfelsiure. 


Die Fahigkeit der tierischen Gewebe, Dicarbonséuren zu oxydieren, 
wurde von zahlreichen Forschern [ Thunberg (17), Battelli und Stern (18), 
Einbeck (19), Hahn und German (20)] hervorgehoben und untersucht. 
Wenn die Milchséiure zu ihrer Oxydation — wie Meyerhof meint — 
das Vorhandensein von Coferment erfordert, so bedarf die Bernstein- 
siure zu ihrer Oxydation ,,gar kein, oder nur eine Spur Coferment“. 


In unseren Versuchen haben wir die Umwandlung von Fumar- 
und Apfelsdure bei Autolyse ausgewaschenen Muskelgewebes untersucht. 

Wir setzten normalem und ausgewaschenem Muskelgewebe eine 
bestimmte Menge fumarsaures Na hinzu und bestimmten nach gleich- 
langen Zwischenraumen nach Joder die Menge von Apfelsiure, die sich 
gebildet hatte (die EiweiBkérper der genommenen Portion wurden 
zuvor durch Sieden entfernt). Unsere Versuche zeigten, daB die Hydra- 
tation von Fumarsaiure, ihre Umwandlung in Apfelsiure, im aus- 
gewaschenen Muskelgewebe ebenso intensiv wie in der Kontrolle vor 
sich geht (s. Tabelle V). Uberdies sammelte sich in dem ausgewaschenen 


Tabelle V. 
Bildung der Apfelséure aus Fumarsiure bei der Autolyse des Muskelgewebes. 





| Zugefiigt _Gefunden Dauer der 

Experiment-Bedingungen | Fumarsiiure Apfelsiure Autolyse 
mg mg Min. 
Muskelgewebe (Kontrille) .... . . ey ae ae ee ie” 
Ausgewaschenes Muskelgewebe . . . . 590 146 40 
Muskelgewebe (Kontrolle) . .... . 500 209 40 
Ausgewaschenes Muskelgewebe . . . . 500 192 40 
Muskelyewebe (Kontrolle) ..... . 590 189 60 
Ausgewaschenes Muskelgewebe .. . . 500 192 60 
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Muskelgewebe etwas mehr Apfelsiure an als normalerweise, wenn der 
Versuch langer dauerte (mehr als 60 Minuten). 

Dieser Umstand bewog uns, sofort die Frage nach dem weiteren 
Schicksal der Apfelsiure in normalem und ausgewaschenem Muskel- 
gewebe aufzuwerfen. Die Menge von Apfelsaure, die wir in unseren 
Versuchen in Anwesenheit von Fumarséiure beobachteten, war die 
durchschnittliche Resultante von zwei simultanen Vorgaingen: der 
Hydratation von Fumarsaiure und der weiteren Umwandlung (De- 
hydrierung) der Apfelsiure. Es war zu erwarten, da® in den aus- 
gewaschenen Muskeln der zweite ProzeB verzégert sein wiirde und 
da8 demzufolge mehr Apfelsiure angesammelt sein miiBte. 

Unsere Versuche mit Zusatz von apfelsauren Salzen zu normalem 
und ausgewaschenem Gewebe bestatigen diese Vermutung vollkommen. 
Das hinzugefiigte apfelsaure Na wird ziemlich rasch durch das normale 
Muskelgewebe abgebaut und verschwindet aus der Lésung. In aus- 
gewaschenem Gewebe geht dieser ProzeB weit schwacher vor sich, 
eine bedeutende Menge von Apfelsaure bleibt unversehrt (s. Tabelle V1). 
Durch den Zusatz von Kochsaft zu ausgewaschenem Muskelgewebe 
wird dieser ProzeB in vollem Umfange wieder hergestellt, und die 
Intensitat der Umwandlung der Apfelsaure ist wieder so groB wie zuvor 
(s. Tabelle VI). 

Tabelle VI. 


Verwandlung der Apfelsiure bei der Autolyse des Muskelgewebes. 





Zugefiigt | Gefunden Verschwunden Dauer 


. . : Apfelsaures| nach aus der der 
Experiment-Bedingungen Natrium | Autolyse Lisung Autolyse 

mg mg mg Min. 

Muskelgewebe (Kontrolle). . . . . 195 | 144 51 75 

” - tes: % 174 108 66 90 

Ausgewaschenes Muskelgewebe. . . 174 162 12 90 

” ° eS 182 154 .28 90 

” “ } 
co ee ee ee 182 112 70 90 


Als wir somit eine Reihe von Prozessen verfolgt hatten, die fiir 
die oxydative Phase des Kohlenhydratabbauer charakteristisch sind 
(Bildung von CH,COH, Umwandlung von CH,COCOOH usw.), sahen 
wir, daB ein betrachtlicher Teil dieser Prozesse in ausgewaschenem 
Muskelgewebe stark gestért wird und daB der Zusatz von Kochsaft 
sie wieder herstellt. Es ist unméglich, diese Tatsache allein auf das 
Vorhandensein von Brennstoff und Wasserstoffdonatoren zuriick- 
zufiihren. Eher kénnte man das Vorhandensein einer coferment- 
aihnlichen Substanz annehmen, welche fiir die genannten Vorgange 
notwendig ist. 
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Zusammenfassung, 


1. In normalem und in ausgewaschenem Muskelgewebe, auch in 
ausgewaschenem Muskelgewebe + Kochsaft, wurde die Bildung von 
Acetaldehyd (spontan und in Anwesenheit verschiedener Stoffe), die 
Umwandlung von Brenztraubensdéure, die Umwandlung von Fumar- 
und Apfelsdure verfolgt. 

2. In ausgewaschenem Muskelgewebe, das einer Autolyse unter- 
worfen ist, bildet sich Acetaldehyd in kaum nachweisbaren Mengen; 
praktisch bleibt seine Bildung ginzlich aus. Der Zusatz von Glykogen, 
Glucose, Fructose, Glycerin regt in ausgewaschenem Gewebe, das seine 
Fahigkeit zu atmen eingebiiBt hat, die Bildung von Acetaldehyd nicht 
an. Eine geringfiigige Menge davon wird in Anwesenheit von Athy]- 
alkohol und milchsauren Salzen angesammelt. Sei Vorhandensein 
von brenztraubensauren Salzen in ausgewaschenem Muskelgewebe 
bildet sich eine Menge von Acetaldehyd, die der Norm nahe kommt. 
Die carboxylatische Spaltung wird in dem ausgewaschenen Muskel- 
gewebe nicht beeintrachtigt. Der Zusatz von Kochsaft zu dem aus- 
gewaschenen Muskelgewebe stellt dessen Fahigkeit, Acetaldehyd zu 
bilden, wieder her. 

3. In ausgewaschenem Muskelgewebe nimmt die Fahigkeit, brenz- 
traubensaure Salze umzuwandeln, stark ab. Offenbar bleibt nur die 
carboxylatische Spaltung erhalten und die Oxydoreduktion wird 
gestért. Durch Zusatz von Kochsaft wird die Fahigkeit des aus- 
gewaschenen Muskelgewebes wieder hergestellt, Brenztraubensaure zu 
oxydieren. 

4. Die Hydratation von Fumarsiure, ihre Umwandlung in Apfel- 
siure, erfolgt in ausgewaschenem Muskelgewebe mit gleicher Intensitat 
wie in normalem Gewebe. Die weitere Umwandlung von Apfelsiure 
ist in ausgewaschenem Muskelgewebe stark herabgesetzt und wird 
nur bei Zusatz von Kochsaft vollstindig wieder hergestellt. 

5. Die Stérungen zahlreicher Vorgange des intermediaéren Kohlen- 
hydratstoffwechsels in ausgewaschenem Muskelgewebe und die Wieder- 
herstellung derselben bei Vorhandensein von gekochten wiasserigen 
Ausziigen (Kochsaft) diirfen nicht allein auf die Ausspiilung von 
Brennstoff und davauf, daB Kochsaft diesen Brennstoff — die Wasser- 
stoffdonatoren —- wieder liefert, zuriickgefiihrt werden; eher ist die 
Existenz eines cofermentahnlichen Stoffes anzunehmen, der fiir diese 


Prozesse notwendig ist. 
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Die Zusatzverbrennung zur sauren Jodbestimmungsmethode 
in organischen Produkten. 


Von 


G. Pfeiffer. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Bonn-Poppelsdort. ) 


(Eingegangen am 16. September 1950.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In friheren Mitteilungen (1) (2) (3) wurde iiber die Verbrennung 
organischer Produkte durch Perhydrol-Schwefelsiure zur Mikrojod- 
bestimmung berichtet und bei dieser Gelegenheit auf die Schwierig- 
keiten hingewiesen, die fett- und lipoidhaltige Materialien dieser Ver- 
brennung entgegensetzen. Die Schwierigkeiten entstehen durch die 
schwere Angreifbarkeit der Fettsaiurekomponente in der heiBen Saure- 
mischung und durch ihr teilweises Uberdestillieren mit dem Wasser- 
dampf in die alkalischen Vorlagen; letzterer Vorgang wird durch das 
annahernde Zusammenfallen der Siedepunkte der Fettsduren mit der 
Reaktionstemperatur der AufschluBsiure noch geférdert. 

Es wurden gleichzeitig vorldufige Behelfsmittel angegeben, um die 
iibertretenden oder tibergetretenen Fettsaiuren auf méglichst einfache 
Weise aus dem weiteren Analysengang zu entfernen, bis andere Wege 
gefunden, dieses der Methodik noch anhattende ungiinstige Moment 
volikommen zu_ beseitigen. 

Auf der diesjahrigen Hauptversammlung des Vereins Deutscher 
Chemiker in Frankfurt a. M. habe ich am 12. Juni, gelegentlich einer 
methodischen Demonstration, bereits meine erginzenden Neuerungen 
in dieser Richtung angedeutet und eine ausfiihrliche Mitteilung an 
dieser Stelle in Aussicht gestellt. 

Uber die Verbesserungen meiner Methodik, die Zusatzverbrennung 
zum sauren AufschluB, méchte ich daher im folgenden kurz berichten 
und in diesem Zusammenhang nochmals einige spezielle Hinweise 
fiir das gesamte Verfahren geben. 
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Experimenteller Teil. 
A. Die Verbrennung. 

Die saure Verbrennung organischer Substanzen zur Jodbestimmung 
hat, hierauf habe ich schon wiederholt aufmerksam gemacht, seine Eigen- 
tiimlichkeiten, und sie erfordert die genaue Einhaltung meiner schon 
friiher gegebenen Vorschriften. Wenn nun bei der Durchfiihrung 
des Aufschlusses bisweilen angebliche Schwierigkeiten kritisiert wurden, 
so waren dieselben stets auf die teilweise Nichtbeachtung meiner An- 
gaben zuriickzufiihren und hatten in allen Fallen bei persénlicher 
Fiihlungnahme aus dem Wege geraumt werden kénnen. 

Die Vorbereitung des Analysenmaterials geschieht wie bereits mit - 
geteilt. Ein geringer Wasserzusatz vor der Verbrennung ist stets von 
Vorteil. Befindet sich die frische oder angefeuchtete Substanz im ver- 
schlossenen VerbrennungsgetaB F (s. Abb. 1), und ist die Gesamtapparatut 
miteinander verbunden, dann beginnt die Zugabe kleinerer Schwefelsiure 
mengen vom seitlichen Ansatztrichter H her. Der Gesamtinhalt des Kolbens 
wird zwecks langsamer Einwirkung der Saéure auf die Substanz jeweils 
vorsichtig umgeschwenkt. Erst dann wird die Hauptmenge der Schwete! 
siiure, ebenfalls in Teilmengen, beigefiillt. 

Auf diese langsame und periodische Einwirkung steigender Séiure- 
mengen méchte ich aus dem Grunde nochmals hinweisen, weil nur dadurch 
ein gleichmaBiges, vollstandiges Zerfallen organischer Produkte erwartet 
werden kann. GieBt man das nétige Séurequantum mit einer einmaligen 
Zutuhr besonders auf trockenes Material, dann ist eine Bildung von Kohlen- 
brocken nicht zu vermeiden. An dieser ersten Handhabung des Aufschlusses 
liegt die Vorbedingung fiir eine schnelle und restlose Zerst6érung der Substanz, 
die im Falle der Bildung gr6éBerer Kohlenstiicke nur mit einem mehrfachen 
Zeitautwand oder iiberhaupt nicht zu Ende gefiihrt werden kann. Bei 
schart getrockneten Materialien, auch bei frischen tierischen, zerschnittenen 
Giewebssubstanzen, beeinfluBt eine anschlieBende sofortige Vermischung 
des Kolbeninhalts mit 20 bis 40 Tropfen Wasserstoffsuperoxyd vor dem 
Anheizen das gleichmaéBige Zerfallen bzw. die Zerst6érung des Materials 
giinstig. 

Zur gleichzeitigen Verbrennung der einleitend erwaihnten, wahrend 
des Aufschlusses tiberdestillierenden Fettséuren, in besonderen Fallen auch 
iibergehender aromatischer Verbindungen, habe ich seit einiger Zeit zwischen 
VerbrennungsgefaB F und Absorptionsvorlagen D, und D, ein auf Rot- 
glut erhitztes Quarzrohr A BC mit einliegendem Platinkontakt (siehe 
Abb. 1 und 2) geschaltet. 

Die lichte Weite des Quarzrohres wurde zuerst mit etwa 7 bis 8 mm 
gewahlit. Die Form des Rohres, zweimal bei B und C entgegengesetzt 
rechtwinklig abgebogen, laBt sich bequem zwischen die Apparatur ein- 
passen. Der senkrecht laufende Rohrschenkel 6 C ist etwa 12 cm lang; 


_die heiBen Verbrennungsgase durchlaufen dadurch, nach Passieren der 


Gliithstelle zwischen A und B, eine Rohrlange von etwa 24 cm, bis sie das 
Eintrittsrohr der ersten Absorptionsflasche D, erreichen. Aut dieser Strecke 
geht eine geniigende Abkiihlung der Gase vor sich, so daB die Verbindung 
Quarz auf Glas bei FE durch ein kurzes Schlauchsttick gehalten werden 
kann. Um stets ein leichtes Umschwenken des VerbrennungsgefaiBes 1 
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durehfiihren zu kénnen,. ist unter der Schlauchverbindung zwischen Gas- 
austrittsstutzen und Quarzrohr bei A | bis 2mm Spielraum zu lassen. 


Als Platinkontakt ist ein Sem langer, leicht schraubenférmig § ge- 
drehter Platinstern oder eine Platindrahtspirale in die Mitte des wagerecht 
verlaufenden Quarzrohrteiles A B eingeschoben. Die Erhitzung des Rohres 
daselbst auf Rotglut geschieht in einer Lange von 14 em durch ein elektrisch 
veheiztes Manteléfchen G, das unmittelbar an die Lichtleitung = an 
geschlossen werden kann und auf einem allseitig beweglichen Stativ ruht. 
Die Gliihtemperatur kann natiirlich auch durch zwei untergestellte Teclu- 
brenner mit Spaltaufsiétzen erreicht werden: diese Anordnung ist in Abb. 2 
getroffen. 





Abb. 1. 


Das Quarzrohr muB vor Beginn des Aufschlusses auf seine Temperatut 
vebracht werden, da sich manchmal bereits wahrend des Einfiillens det 
Schwefelsiure in den Verbrennungskolben Spuren organischer Verbin- 
dungen verfliichtigen und nach den Absorptionsvorlagen zu austreten. 

Der Verbrennungsproze8 kann nun unter Einhaltung der friiher ge 
gebenen Richtlinien durchgefiihrt werden. Die Reaktionstemperatur der 
AufschluBsiure, die iiber 200° liegen soll, erreicht man bei einem 1-Liter- 
gefaB (Inhalt z. B. 10g Trockensubstanz in 150 ccm Schwefelsiéiure) in 
3 bis 4 Minuten durch volle Erhitzung mit einem Teclubrenner, bei gréBeren 
GefaBen mit mehr Substanz und Saéure in etwa 5 Minuten. Dabei ist be- 
riicksichtigt, daB der Kolben in einer 2 mm starken, passenden Asbestschale 
ruht, die noch in einem gleichgeformten Asbestdrahtnetz gestiitzt liegt. 
Ein gleichmaSiger Luftstrom, dessen Blasen zihlbar sind, passiert wihrend 
dieser Zeit die Apparatur. 
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Zu Beginn der einsetzenden Verbrennung reduziert man den Luft- 
strom auf ein Minimum, die Flammengré8e unter dem VerbrennungsgefaB 
auf ein Viertel bisein Fiinftel der anfiinglichen Starke und liBt kontinuierlich 
Wasserstoffsuperoxyd! zutropfen. Die Verbrennungsgase passieren das 
gliihende Quarzrohr, in dem nun die Reste mitgerissener organischer Ver- 
bindungen verbrannt werden, und treten in die hintereinander geschalteten 
Absorptionsvorlagen D, und D,. Wird der in den Vorlagen austretende 
Gasstrom zu lebhaft, dann mu8 die Perhydrolzufuhr verlangsamt werden; 
sie darf aber auch nicht zu sehr gedrosselt werden, da sonst die Bildung 
von schwefliger Saure im Verbrennungsgefai® iiberhandnimmt.  Einen 
Anhaltspunkt fiir letzteren Vorgang hat man in dem Auftreten von Kohlen- 





Abb. 2 


saureentwicklung in der ersten Absorptionsflasche. In diesem auBer- 
gewohnlichen Falle entfernt man fiir einige Zeit die Flamme ganz und 
steigert die Wasserst offsuperoxydzugabe. Dadurch werden wieder normale 
Verhaltnisse erreicht, und die Verbrennung kann wie oben begonnen und 
unter Einschaltung von Reduktionsprozessen, wie frither beschrieben, 
zu Ende gefiihrt werden. 

Bei weiteren Versuchen hat sich nun gezeigt, da ein Quarzrohr von 
der oben angegebenen lichten Weite fiir die Zusatzverbrennung bei Auf 
arbeitung gréBerer Materialmengen nicht ausreichend ist. Die Durch- 
stromungsgeschwindigkeit der wasserdampfhaltigen Verbrennungsgase wird 
bei Verwendung von L!,- und 2-LitergefaBen, d. h. bei 20 und mehr Gramm 
Trockensubstanz, innerhalb des Quarzrohres gréBer, so daB in diesen 


! Statt Perhydrol verwenden wir ,,Wasserstoffsuperoxyd medicinale 
purum, Merck“, 30 Gewichtsprozente H,Oy,. 
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Fallen die tiberdestillierenden organischen Beimengungen oft nicht quanti- 
tativ verbrannt werden. Um nun auch diese Schwierigkeiten zu beheben, 
wurde, unter gleichzeitiger geringer Verlangerung der Gliihstelle, das 
Quarzrohr lokal zwischen M und N (Abb. 2) auf den doppelten Durch- 
messer erweitert. Die Str6mungsgeschwindigkeit der Gase reduziert sich 
dadurch um ein Mehrfaches, und die Zeitdauer der Verbrennungsgelegenheit 
wird gesteigert. Nach unseren Erfahrungen erlaubt diese Ausfiihrung 
eine stirkste Beanspruchung der Apparatur und gewiahrleistet eine absolute 
Verbrennung der abdestillierenden organischen Verbindungen. Bei der 
Auswahl eines Zusatzverbrennungsrohres ware daher die letztere Form 
als die geeignetere vorzuziehen, da sie die Verwendung jeder KolbengréBe 
bzw. verschieden groBer Substanzmengen zulaBt. 

Als Platinkontakt wurde, wie Abb. 2 zeigt, ein locker aufgerolltes 
Platindrahtnetz in das Quarzrohr eingebaut. Es geniigt jedoch, eine Platin- 
drahtspiale mit abwechselnd steigenden und fallenden Windungen ein- 
schlieBen zu lassen. Die Erhitzung des Rohres auf Rotglut kann auch hier 
durch ein passendes Manteléfchen oder durch geniigend groBe Brenner 
mit Spaltaufsatzen erreicht werden. 

Wie prinzipiell einfach der Perhydrol-Schwefelsaure-Aufschlub 
zur Jodbestimmung in organischen Produkten! in seiner Ausfiihrung 
ist, habe ich auf der vom Chilenischen Jodkomitee Berlin am 14. und 
15. Juni dieses Jahres nach Miinchen einberufenen Fachtagung ex- 
perimentell demonstriert. Bei der kritischen Beurteilung meiner Methode 
daselbst durch Bleyer wurden neben der Gleichwertigkeit des Ver- 
fahrens gegeniiber der trockenen Verbrennung im Sauerstoffstrom nach 
Schwaibold (5) noch seine besonderen Vorziige anerkannt, die in der 
Aufarbeitung gréBerer Einwagen und auch frischer wasserhaltiger 
Materialien bestehen. Damit diirften wohl Schwaibolds Bedenken 
gegen die Methode geschwunden sein, desgleichen erledigt sich die 
daraus angewandte Kritik Reiths (6) von selbst. 


B. Die Absorption der jodhaltigen Verbrennungsgase. 


Zur Absorption der jodhaltigen Verbrennungsgase werden die Vorlage- 
flaschen Dj und D, mit Kaliumcarbonatlésung beschickt. Fiir 10 g Trocken- 
substanz geniigen als erste Vorlage 5ccm gesittigte Pottaschelésung zu 
einem entsprechenden Volumen Wasser, als zweite Vorlage 1 bis 2 ccm 
in Wasser. Wir sind, wie aus den Alkalimengen zu ersehen ist, in letzter 
Zeit dazu iibergegangen, den Salzgehalt der Vorlagen auf einem Mindest - 
maB zu halten, um dadurch die Alkoholextraktion zu_ erleichtern, 
andererseits durch die Verwendung von Pottasche anstatt Kalilauge 
eine eventuell nétige Reduktion von Jodsauerstoffverbindungen aus- 
zuschalten. Kann man jedoch pro lcem der vereinigten Absorptions- 
fliissigkeiten 1 bis 2 » Jod oder mehr erwarten, so steht einer 
Verwendung von Kalilauge an Stelle von Pottasche fiir eine direkte 
Titration und Kolorimetrie nichts im Wege. 


' Die komplette Apparatur wird von der Firma Dr. H. Geissler, Nacht.. 
Fabrik fiir Laboratoriumsbedarf, Bonn a. Rh. geliefert. 
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Die zwei hintereinandergeschalteten Vorlagen geniigen zur Absorption 
des aus der Verbrennung abdestillierenden Jods bzw. Jodwasserstoffs 
vollkommen. Eingehende Untersuchungen in dieser Richtung haben 
ergeben, daB sich beim Auffangen stark jodhaltiger Verbrennungsase, 
z. B. bei Mengen von 35000 bis 50000 7 Gesamtjod, in der zweiten Vorlage 
nur 145 bis 195 y Jod, das sind 0,4°,, befinden. Fiir diese Versuche waren 
die Austrittsrohre in den Absorptionsflaschen in der Weise vorbereitet, 
da8B die Austritts6ffnung in der ersten auf etwa 1 mm ausgezogen, an dem 
Rohr der zweiten eine abgeflachte Verteilerkugel mit fiinf unterseitigen 
Offnungen von 0,5 mm Weite angesetzt war. 

Als zweite Vorlage eine Intensiv-Gaswaschtlasche mit Glasfilterplatte 
nach Schott-Jena einzuschalten, hat sich damit als iiberfliissig erwiesen. 
Nach unseren Beobachtungen hat eine solche Flasche fiir meine Methode 
noch den Nachteil, daB innerhalb der Apparatur ein erhéhter Druck be- 
stehen mu8, um die Verbrennungsgase durch die Glasfilterplatte hindurch- 
zupressen. Die unmittelbare Folge des starkeren Innendrucks sind Schwierig- 
keiten beim kontinuierlichen Zutropten von Wasserstoffsuperoxyd, die 
sich durch Eintreten von Luftblasen, aus der Luftzufuhr her, in das Auslaut- 
rohr J des Tropftrichters bemerkbar machen. 


C. Die Bestimmung des Jods in der Absorptionstliissigkeit. 


Hat man keinen Anhalt tiber die in der Absorptionsfliissigkeit ent - 
haltene Jodmenge, so wird zunachst der Inhalt der Vorlagetlaschen, dei 
unvertarbt sein muB, samt Waschwasser in einem MeSzylinder vereinigt, 
gemischt und sein Volumen bestimmt. Die Fliissigkeitsmenge schwankt 
gewohnlich zwischen 150 bis 200 ccm, denn sie ergibt sich aus der an- 
gewandten Substanz bzw. aus dem vorgeschalteten, pottaschehaltigen 
Wasservolumen. Je schmaler die Absorptionsflaschen in ihrer Form gewahlt 
werden 6 cm Fliissigkeitshéhe in jeder Flasche geniigen —, um so geringer 
wird das zu verarbeitende Endvolumen. Dann wird qualitativ der an- 
naihernde Jodgehalt in einigen Kubikzentimetern, in bekannter Weise 
nach dem Anséuern, kolorimetrisch ermittelt. Sind dabei erkennbare 
Jodmengen festgestellt worden, so kann die sofortige quantitative Bestim- 
mung des Jods in der Gesamtfliissigkeit folgen. 


Die Ausfiihrung der exakten Kolorimetrie setze ich als bekannt voraus, 
verweise im iibrigen auf die in groBer Zahl erschienenen Veréffentlichungen. 

Die unmittelbare Jodtitration in der Gesamtfliissigkeit nach Winkler(7) 
nehmen wir in folgender Weise vor: Aliquote Teile, z. B. je 10 com, eventuell 
weniger oder mehr, werden in 50 ccm fassende oder kleinere Erlenme yer- 
Kélbchen pipettiert, mit mehreren Kubikzentimetern frisch bereiteten 
Chlorwassers versetzt und mit Salzsaiure 1: 1 angesiuert. Hierzu sei noch 
folgendes erlauternd bemerkt. Bei einem richtig geleiteten Verbrennungs- 
prozeB gelangen stets geringe Mengen schwefliger Séure in die Absorptions- 
vorlagen und werden dort zu Sulfiten umgesetzt. In widrigen Fallen, 
auf diese wurde schon oben hingewiesen, kann die Menge der sich ent- 
wickelnden schwefligen Saure bzw. die Sulfitbildung im Destillat gr6éBer 
werden. Sauert man dann die mit Chlorwasser versetzte Probe an, so 
kann es vorkommen, da8 die verwandte Chlorwassermenge zur Oxydation 
nicht geniigt und der Geruch nach schwefliger Saure noch wahrnehmbar ist. 
Unter solehen Bedingungen sind weitere Kubikzentimeter Chlorwasser 
beizugeben, bis der Chlorgeruch intensiv vorherrscht. Die Fliissigkeit 














152 (+. Pteiffer: 


hat damit eine gelbe Farbe angenommen und wird, nach Zugabe von ein 
bis zwei ausgegliihten Tonscherbchen 3 bis 4 Minuten in lebhaftem Sieden 
gehalten. Kochzeiten unter 3 Minuten geben fehlerhafte Resultate. Nach 
dem Abkiihlen setzt man einige Tropfen 0,2 °% ige Starkelésung und ein 
Koérnchen Kaliumjodid zu und titriert das frei gewordene Jod mit n/500 
bis n/1000 Thiosulfat aus der Mikrobiirette. Die Titerstellung der Thio 
sulfatlésung hat taglich neu zu erfolgen. Zur Einstellung verwendet man 
bestimmte Anteile einer Jodkalium-Urlésung (13,08 mg KJ L0mg J 
in 100cem). Weitere Einzelheiten iiber die Jodtitration beschreibt 
Schwaibold (8). 

Hat der qualitative Jodnachweis in der Gesamtfliissigkeit keine direkt 
nachweisbaren Mengen erkennen lassen, so wird die gesamte oder geteilte 
Fliissigkeit in einer tiefen 250 com fassenden Porzellanschale eingedampft 
und auf einer Asbestschale mit dem Pilzbrenner unter Umriihren ein- 
vetrocknet. Den Salzriickstand, der rein weiB sein mu, zerreibt man in 
der Schale mit einem Pistill und befeuchtet ihn mit so viel Tropfen Wasser, 
daB eine langsam flieBende Masse entsteht. Bei den folgenden wiederholten 
Alkoholextraktionen darf die Salzmasse nicht zu plastisch werden, sondern 
sie soll wahrend des Umriihrens stets langsam von der Schalenwand ab- 
flieBen. Nétigenfalls wird etwas geséattigte Pottaschelésung zugesetzt. 
Die abgegossenen Alkoholausziige werden in einer Porzellanschale ver- 
einigt, mit dem gleichen Volumen Wasser und 1 bis 2 Tropfen Pottasche- 
lésung versetzt und eingedampft. Der Abdampfriickstand ist nur dann 
durch Spuren organischer Beimengungen verfarbt, wenn solche bei zu 
lebhaftem VerbrennungsprozeB der Zusatzverbrennung entygangen sind. 
Es bleibt in diesem Falle nur ein Uberfiihren des Riickstands in eine 
Platinschale tibrig, um die organischen Spuren vorsichtig aut freier Flamme 
zu zerstéren. Der rein weiBe Salzriickstand wird, wenn er zu groB erscheint, 
cin zweites Mal extrahiert und kann nun zur kolorimetrischen und titri- 
metrischen Bestimmung benutzt werden. 


Zusammentassung. 

1. In friiheren Veréffentlichungen wurden fiir die saure Verbrennung 
organischer Produkte zur Jodbestimmung verschiedene Behelfsmittel 
angegeben, um die beim VerbrennungsprozeB in die Vorlagen ab- 
destillierenden organischen Beimengungen auf moglichst einfache Weise 
aus dem Analysengang zu entfernen. Diese Behelfsmittel werden nun- 
mehr durch eine Zusatzverbrennung zum sauren AufschluB ersetzt. 

2. Die Zusatzverbrennung wird in einem geeigneten Quarzrohr 
mit Platinkontakt vorgenommen. 

3. Die Erhitzung des Quarzrohres auf Rotglut geschieht durch 
ein elektrisch geheiztes Mantelofchen oder durch Gasbrenner. 

4. Die Erfahrungen iiber die geeignete Absorption der jodhaltigen 
Destillationsgase bei der sauren Verbrennung werden mitgeteilt. 


5. Uber die verschiedenen Moéglichkeiten der Jodbestimmung 
in der Absorptionsfliissigkeit wird berichtet und fiir besondere Fille 
die direkte Titration beschrieben. 
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Herrn Dr. H. Courth spreche ich auch an dieser Stelle fiir seine 
wertvolle und fleiBige Mithilfe bei der Verbesserung meiner Methodik 
meinen besonderen Dank aus. 


Ergebensten Dank ebenfalls der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaften, mit deren Unterstiitzung diese Arbeiten durchgefiihrt 
werden konnten. 
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Das Wachstum der Hefe und die Zunahme ihrer Bestandteile 
bei dem Lufthefeverfahren. 


Von 
H. Claassen (Dormagen). 


(Eingegangen am 21. September 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber die Vorginge bei der Ziichtung der Hefe im groBen Betriebe, 
insbesondere nach dem Lufthefeverfahren, sind bisher fast keine Ver- 
suche angestellt worden. Einen Anfang, hiertiber Aufklarung zu schaffen, 
habe ich in einer Arbeit iiber die Stoffwechselvorgange und Stoffbilanz 
bei der Vergirung der Melasse nach dem Lufthefeverfahren! gemacht. 
Solche Versuche im groBen Betriebe sind schwieriger auszufiihren 
als die in kleinen Garkolben; sie haben aber den Vorteil, daB man di 
Versuchsbedingungen fiir die Garung besser beherrschen kann und 
von Zufilligkeiten weniger abhangt. 

Zweck der nachstehend angefiihrten beiden Versuche war die 
Bestimmung des Zuwachses an Gesamthefemasse, EiweiB, stickstoff- 
freier organischer Substanz und Asche wahrend der Gardauer nach 
dem Lufthefeverfahren. Beide Versuche wurden unter gleichen Ver- 
suchsbedingungen angestellt. 

Die Vergaérung fand in einem Giarbottich von 6m Lange, 5m Breite 
und 4,5m Hoéhe statt, der mit den iiblichen Luftverteilungseinrichtungen 
und Kiihlschlangen versehen war. Der Fiillungsinhalt schwankte zwischen 
90 bis 100 cbm. 

Zur Einmaischung wurden verwandt: 2500 kg Melasse, 125 kg ErdnuB- 
kuchenmehl, 125 kg Malzkeime, 20 kg Harnstoff und 150 kg Superphosphat. 
Die hieraus hergestellte Wiirze enthielt 38kg assimilierbaren Stickstoff 
organischer Art; sie wurde in tiblicher Weise geklart, abgefiltert und auf 
ungefahr 3 bis 4° Bg verdiinnt. Etwa 15% davon wurden in den Garbottich 
geleitet und dann 425kg Stellhefe zugesetzt. Dann wurde mit der Be- 
liiftung begonnen und innerhalb 6 Stunden der Rest der Wiirze zugefiihrt 
bzw. abgelautert. Zum SchluB waren 99 bzw. 97 chm Wiirze vorhanden. 
Da der pq-Wert der Wiirze zu Anfang stets etwas sinkt, so wurde der richtige 


1 Zeitschr. des V. d. Deutsch. Zuckerind. 1927, S. 607. 
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Wert von pq = 5 in den ersten beiden Stunden durch Absattigen des zu 
hohen Sauregehalts mit Ammoniakwasser eingestellt, wozu im ganzen 
4,5 kg fliissiges Ammoniak mit einem Gehalt von 3,6kg Stickstoff nétig 
waren. Geliiftet wurde in der ersten Stunde mit 2000 cbm/Stunde, von 
der zweiten bis siebten Stunde mit je 4700 cbm und in den letzten Stunden 
mit je 2000 cbm. 

Nach Ablauf jeder Stunde wurde die Luft ungefahr 1 Minute lang 
abgestellt, um die Héhe der luftfreien Wiirze und damit den Wiirzeinhalt 
des Gérbottichs zu bestimmen, und eine Probe der hefehaltigen Wiirze 
entnommen. Von dieser wurde | Liter auf eine Nutsche gebracht, die Wiirze 
abgesaugt und mit Wasser nachgewaschen. Die abgenutschte Hefe wurde 
gewogen und das so fiir ] Liter hefehaltiger Wiirze bestimmte Hefegewicht 
auf die ausgemessene Gesamtwiirzemenge umgerechnet. In der Hefe 
wurde Wasser, Stickstoff und Asche bestimmt und daraus das Gewicht 
der Trockenmasse, des EiweiBes und der Asche der jeweiligen Gesamt- 
hefemenge berechnet. Der verbleibende Rest der Trockenmasse sind die 
stickstofffreien organischen Bestandteile. 

Bei Versuch 2 wurde auch der Gehalt der abgenutschten Wiirzen an 
Alkohol und Zucker, letzterer als reduzierender Zucker mit Fehlingscher 
Lésung, bestimmt, wobei zu bemerken ist, daB erfahrungsgemaéB ein un- 
vergirbarer Rest des reduzierenden Zuckers in der Wiirze verbleibt. Als 
Stellhefe diente die fiir die Fabrik, wie iiblich, hergestellte. Sie begann 
bei beiden Versuchen nach !/, bis 3/, Stunden zu sprossen. Die Sprossung 
war in der vierten und fiinften Stunde am starksten und hérte nach der 
achten Stunde auf. 


Die Ausbeute an Hefe mit 25% Trockenmasse war nach Abzug der 
Stellhefe bei Versuch 1 = 67,2%, bei Versuch 2 = 65,0% auf Melasse 
berechnet. Von dem assimilierbaren Stickstoff der Wiirzen wurden bei 
Versuch 1 = 82%, bei Versuch 2 = 83% zur Ké6rpersubstanzbildung der 
Hefeausbeute verbraucht, der Rest verblieb unverbraucht oder als durch 
den Stoffwechsel ausgeschieden und nicht assimilierbar in der Abfallwiirze. 


Die Hauptergebnisse der beiden Versuche sind in der Tabelle | 
und in der Abbildung zusammengestellt. In letzterer sind die Durch- 
schnittszahlen der beiden Versuche eingetragen, da die entsprechenden 
Zahlen der Versuche so genau iibereinstimmen, daB sie fast zusammen- 
fallende Kurven ergeben. In Tabelle II sind die Zunahmen der Ernte- 
gewichte an Eiweif, stickstofffreien organischen Stoffen, Asche in 
der Hefe und an Alkohol in der Wiirze zu finden, auch als Durch- 
schnittszahlen der beiden Versuche. 


Aus den Gehaltszahlen der Trockenmasse in Tabelle I ergibt sich, 
daB der EiweiBgehalt der Hefe bis zur vierten Stunde von 52°, auf 
ungefahr 60 °,, steigt, dann aber zuerst langsam, zum SchluB der Garung 
starker bis auf den Gehalt der Stellhefe sinkt. Der Gehalt an stickstoff- 
freien organischen Stoffen dagegen fallt in den ersten Stunden von 
39,5°,, in der Stellhefe auf 30 bis 31°,, steigt dann zunachst langsam 
bis zur achten Stunde an, in den letzten beiden Stunden starker, bis 
er wieder ungefaéhr den Gehalt der Stellhefe erreicht hat. Der Gehalt 
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an Asche steigt in der ersten Stunde von 8,2 auf 9,5°;,, bleibt wahrend 
der ersten 5 Stunden ungefaihr auf dieser Héhe und fallt zum SchluB 
auf 8,5%,. 
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Abb. 1. 


Was den Zuwachs der einzelnen Stoffe und ihr Verhaltnis zu- 
einander anbetrifft, so ist dieser aus der Abbildung und zahlenmaBig 
aus der Tabelle II zu ersehen. 








Tabelle I. 

Zunahme je Std. Von dem Zuwachs sind 
Nach Std. |/Trocken-' Fiweif  N-frei_ | Asche Alkohol  Eiweif | N-frei Asche 

kg kg kg | ke kg %p %9 lo 

1 1,8 7,2 — 7,0 1,6 37,1 

2 36,1 24.6 | + 9,0 2,2 84,2 68,1 * 25,9 6,0 
3 20,3 11,8 7,2 2,1 28,7 || 58,7 36.0 10,3 
4 40,9 21,5 15,3 4,1 59,7 52,5 37,5 | 10,0 

5 648 | 330 . 258 6,0 79,7. 51,0 39,8 9, 
6 92.0 | 48,6 36,4 69 | 238) 52,8 39,7 7,5 
7 53,8 | 30,1 20,3 35 | 82,0 55,9 37,6 6.5 
8 52,5 29,2 19,4 3,8 34,8 55.6 37,2 7,2 
9 28.0 4,1 21,8 22 |—174 146 77,5 7,9 
10 22,9 | 48 13,6 19 |—382,1 31,9 59,8 8,3 


In der ersten Stunde besteht die aufgenommene und assimilierte 
organische Substanz nur aus Eiwei8; von den stickstofffreien Stoffen 
wird sogar ein sehr erheblicher Teil zum Stoffwechsel der Hefe (Atmung) 
verbraucht. Im weiteren Verlauf der Garung schwankt der Zusatz 
der einzelnen Bestandteile natiirlich mit der Aufnahme an Gesamt- 
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Trockenmasse. Die Kurven fiir diese und auch fiir die organischen 
Bestandteile steigen in den ersten Stunden langsam, dann bis zur 
sechsten Stunde stark und zum SchluB wieder langsamer an. Im iibrigen 
verlaufen die Kurven aber nicht parallel; besonders weichen die Kurven 
in den letzten Stunden der Gérung voneinander ab, wo die Zunahme 
an Eiwei®B starker fallt, die an stickstofffreien organischen Stoffen 
starker ansteigt. Der Zuwachs an Asche (Salzen) steigt bis zur sechsten 
Stunde und fallt dann wieder ebenso stark ab. 

Besonders bemerkenswert sind die Zahlen der prozentualen Zu- 
sammensetzung der jeweilig neu gebildeten Stoffe der Hefe, wie sie 
in Tabelle II in den letzten Reihen berechnet ist. Mit Ausnahme der 
ersten und der beiden letzten Stunden ist die prozentuale Zusammen- 
setzung der neu gebildeten Substanz der Hefe wenig verschieden: 
der EiweiBgehalt steigt von der vierten bis achten Stunde um 5°, an, 
der Gehalt der stickstofffreien Stoffe sinkt in dieser Zeit um 2°, der 
der Asche um 3%. 

In den letzten beiden Stunden wird die Hefe aber ganz anders 
ernahrt; hier wird nur wenig EiweiB, dagegen in der Hauptmenge 
stickstofffreie organische Substanz gebildet. 

Diese ganz anders geartete Ernihrung der Hefe, die das Kenn- 
zeichen ihres Ausreifens ist, ist darauf zuriickzufiihren, daB der Gehalt 
der Wiirzen an assimilierbarem Stickstoff zum Schlu8B immer geringer 
wird, und daB ferner der Hefe als stickstofffreie Nahrung kein Zucker 
mehr zur Verfiigung steht, da dieser nach Tabelle I letzte Reihe bereits 


_in der achten Stunde, soweit er vergirbar ist, aufgezehrt ist, sondern 


nur noch Alkohol und organische Sauren. 


Die leicht assimilierbaren Stickstoffverbindungen, besonders das 
Ammoniak und auch teilweise die Amide, werden von der Hefe also 
mit Vorliebe assimiliert und zur EiweiBbildung verwertet, solange ihr 
auch gleichzeitig Zucker zur Verfiigung steht. 


Ist dieser letztere verschwunden, so scheint es, dab, wie spater 
noch gezeigt wird, Ammoniak nicht oder nur langsam aufgenommen 
wird. Die Hefe geht zur starkeren Assimilation der organischen Stick- 
stoffverbindungen, insbesondere der Aminosduren tiber und verarbeitet 
gleichzeitig in erheblichen Mengen die dabei entstehenden Alkohole 
und den Athylalkohol sowie organische Sauren zu_stickstofffreier 
Substanz. Der Beweis hierfiir ist die starke Abnahme des Alkohol- 
gehalts in der Wiirze um 17,4 kg in der vorletzten und um 32,1 kg in 
der letzten Stunde. Diese kann nicht durch Verdunstung des Alkohols 
infolge der Liiftung erklart werden, weil hierdurch unter den obwaltenden 
Verhaltnissen (30°C und 2000 cbm Luft/Stunde) nur héchstens 5 kg 
je Stunde in die Luft iibergehen. Der weitere Beweis ist die Abnahme 
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n des Séuregehalts um 2 cem Normalsaure je Liter, was einem Verbrauch 
r an Saure, gerechnet als Milchsiure, von 17 kg entspricht. 
n Fiir die Technik der Hefeherstellung hat dieser Befund erhebliche 
n Bedeutung, weil er die Méglichkeit bietet, die umstrittene Frage zu 
e kliren, ob die Hefe bei ihrer Ziichtung in Nahrlésungen, die mehr assi- 
n milierbaren organischen Stickstoff enthalten, als die Hefe zu ihrem 
n Wachstum braucht, eine gleiche oder eine gréBere Ausbeute bei sonst 


gleichen Versuchsbedingungen gibt, wenn der Nahrlésung noch be- 
grenzte Mengen Ammoniakstickstoff zugegeben werden. 

Aus den beiden Versuchen geht zweifellos hervor, daB die Hefe 
zum SchluB der Gairung, wenn nur noch organischer Stickstoff in der 
Wiirze enthalten ist, noch stark an Gewicht zunimmt, aber haupt- 
sichlich durch Assimilation von stickstofffreien Stoffen. Diese Tat- 
: sache war der AnlaB, noch die folgenden vergleichenden Versuche 
> anzustellen : 

Es wurde eine Nahrlésung, die fiir die Hefeernte eine mehr als 
ausreichende Menge assimilierbarer organischer Stickstoffnahrung 
enthielt, einmal fiir sich allein zur Hefeherstellung benutzt, und das 
andere Mal unter Zusatz von Ammoniakstickstoff. Beide Gairungen 
wurden im groBen Betriebe unter fiir jede Versuchsreihe gleichen 
Bedingungen und auch mit der gleichen Stellhefe ausgefiihrt. Bei 
Versuchsreihe A wurde starker geliiftet und daher eine gréBere Hefe- 
ernte gewonnen als bei Versuchsreihe B. 

Einmaischung bei dem Hauptversuch: 1500 kg Melasse, 150 kg Malz- 
keime, 60 kg Superphosphat, bei dem Vergleichsversuch dieselben Mengen 
' unter Zusatz von 22,5 kg Ammonsulfat. Gehalt der Melasse an assimilier- 
barem Stickstoff bei der ersten Versuchsreihe 0,80%, bei der zweiten 
0.87%, der Malzkeime 1,3%. 

Stellhefezusatz 150 bzw. 140 kg. 


Versuchsreihe A: Auf 100 kg Melasse wurden erhalten: 
i 2 














| N-freie 
‘ ||  Eiweif Substanz 
kg kg 





1. Ohne Zusatz von Ammonsulfat: 


; — kg Trockenmasse mit 35,8°% EiweiB und 55,7% 
IE TEE OE Ea eee ee 4,92 7,66 


Abziiglich 2.50 kg a Naeele Stellhefe mit 47,9 % 
EiweiB und 43,6% N-freie Substanz .. . 1,20 1,09 
11,25 kg Sissi an Trockenmasse enthalten 3,72 6,57 


2. Mit Zusatz von Ammonsulfat: 


13,50 kg Trockenmasse mit 51,4°% EiweiS und 40,1 % 
pe a 6,94 5,41 
Abziiglich 2,50 kg Trockenmasse-Stellhefe .... . 1,20 1,09 


11,0) kg Zuwachs an Trockenmasse enthalten 5,74 4,32 
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Versuchsreihe B: 








N-freie 


j Eiweib Substanz 
ee eee ere a, Te es 
1. Ohne Zusatz von Ammonsulfat: 
12,93 kg Trockenmasse mit 48,6 % Eiwei8 und 42,9% 
ee ee re ee ee Se 6,28 5,55 
Abziiglich 2,33 kg Trockenmasse-Stellhefe mit 53,3 °% 
KiweiB und 39,2% N-freie Substanz ...... 1,24 0,91 
10,60 kg Zuwachs an Trockenmasse enthalten 5,04 4,64 
2. Mit Zusatz yon Ammonsulfat: 
12,90kg Trockenmasse mit 53,5% EiweiB und 38,0% 
ON ER ee eee 6,90 4,90 
Abziiglich 2,833 kg Trockenmasse-Stellhefe .... . 1,24 0,91 
10,57 kg Zuwachs an Trockenmasse enthalten 5,66 3,99 


Rechnet man die gefundenen absoluten Zahlen der organischen Be- 
standteile der zugewachsenen Hefesubstanz, die bei den Vergleichsreihen A 
und B mit und ohne Zusatz von Ammoniakstickstoff innerhalb der Fehler- 
grenzen gleich groB ist, in Prozenten des Zuwachses aus, so ergibt sich: 


bei Versuchsreihe A: 





ohne mit 


Zusatz Zusatz 
: %o %9 
SO ND Trak eh ari eS «ete 33,1 52,3 
An stickstofffreier Substanz. .... . | 58,5 39,3 
bei Versuchsreihe B: 
EY bio ot Nucey lee 8 6 8 Se 47,3 53,5 
An stickstofffreier Substanz. .... . 43,8 37,8 


Diese Zahlen beweisen, da8B unter den Verhaltnissen, wie sie fiir 
die Vergleichsversuche gewahlt wurden, d. h. wenn geniigend organische 
Stickstoffnahrung in den Nahrlésungen enthalten ist, der Zusatz von 
Ammoniakstickstoff in der angegebenen, begrenzten Menge keine Ver- 
mehrung der Kérpersubstanz der Hefe bewirkt, sondern nur eine 
Erhéhung des EiweiBgehalts darin. Die Hefe macht hier von ihrer 
Fahigkeit Gebrauch, die bei den zuerst angefiihrten Versuchen bereits 
nachgewiesen wurde, aus Nahrlésungen ohne Zusatz von Ammoniak- 
stickstoff mehr stickstofffreie K6érpersubstanz und weniger Eiweif 
zu bilden, bei Zusatz von Ammoniakstickstoff in der begrenzten Menge 
viel Eiwei8 und entsprechend weniger stickstofffreie Substanz. 
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Die Fahigkeit der Hefe, EiweiB aus Ammoniakstickstoff zu bilden, 
ist iberhaupt begrenzt. Sobald der Zucker verzehrt ist, kann die Hefe 
Ammoniakstickstoff, wenn er in groBem UberschuB zugegeben wird, 
nicht oder nur in geringen Mengen assimilieren. Sie verarbeitet dann, 
also beim Ausreifen, fast nur noch den organischen Stickstoff der 
Nahrlésung unter gleichzeitiger Bildung von groben Mengen stickstoff- 
freier K6rpersubstanz aus Alkohol und organischen Sauren, durch 
die der hohe Eiweibgehalt, der bei der Aufnahme des Ammoniak- 
stickstoffs gebildet wurde und auf 62°, und dariiber steigt, wieder 
auf eine mehr normale Gré®e erniedrigt wird. Folgender Versuch 
bringt den Beweis dafiir. 

Es wurde eine Nahrlésung angewandt, die auf 100 Teile Melasse mit 
0,87 % organischem Stickstoff 4 Teile Diammonphosphat, 3 Teile Ammon- 
sulfat und 5 Teile Ammoniakwasser auBer den nétigen Mengen Super- 
phosphat und Saure enthielt, also im ganzen 1,63 Teile Ammoniakstickst off. 
Bei Zusatz von 20°, Stellhefe wurde ein Zuwachs an Hefe von 83,8 Teilen 
feuchter Hefe oder von 20,95 Teilen Trockenmasse erhalten. In der Wiirze 
verblieben von dem Ammoniakstickstoff unverbraucht 0,13 Teile. Die 
zugewachsene Hefesubstanz enthielt in 





ak oe N-freie 
Eiwei6 Substanz 
& kg 
26,19 g¢ Trockenmasse mit 564°, Eiweib, 35,1 % 
N-freie Substanz Ae Ss : 14,72 9,16 
Abziiglich 5,15g Trockenmasse-Stellhefe mit 53,0 °%, 
Eiweib, 38,5°, N-freie Substanz ........ 2,72 1.97 
29,95 g zugewachsene Trockenmasse 12,00 719 
oder in Prozenten: EiweiB ........ 57,2% 
N-freie Substanz. . . . 34.3%, 


Diese Hefe war trotz ihres ermaBigten EiweiBgehalts noch nicht 
ausgereift, da sie nur eine Haltbarkeit von 48 Stunden bei 35° hatte. 
Ihre Garkraft betrug trotz des hohen EiweiBbgehalts 90 Minuten, wahrend 
die Garkraft der Hefen bei den vorhergehenden Versuchen, sogar ohne 
Zusatz von Ammoniakstickstoff, besser war und erst recht bei Zusatz 
begrenzter Mengen Ammoniakstickstoff. 


Zusammenfassung, 


Bei zwei Garungsversuchen nach dem Lufthefeverfahren wurde 
die stiindliche Zunahme der Hefe an Trockenmasse, Eiweib, stickstoff- 
freier Substanz und Asche ermittelt. Die EiweiBbildung war am 
starksten in der Zeit, in der die Wiirze Zucker und leicht assimilierbare 
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Stickstoffverbindungen, insbesondere Ammoniakstickstoff enthielt, 
waihrend stickstofffreie Bestandteile der Hefe bevorzugt gebildet 
wurden, wenn die Wiirze in der letzten Stunde der Garung keinen 
Zucker, sondern nur noch Aminosaéuren, Alkohol und stickstofffreie 
organische Saéuren enthielt. 

Durch weitere Versuche wurde gefunden, da bei einem fir die 
Hefeernte ausreichenden Gehalt der Wiirzen an assimilierbaren organi- 
schen, stickstoffhaltigen Stoffen der Zusatz begrenzter Mengen von 
Ammoniakstickstoff die Ernte an Hefetrockenmasse nicht erhdbt, 
sondern nur verursacht, daB die Hefe mehr EiweiB und weniger stickstoff- 


freie Substanz bildet. 




















Der Einflu6 eingesalzener Hefen auf das Wachstum junger Ratten. 


Von 
L. Rosenow und Max Rosenow. 


(Aus dem Physiologischen Laboratorium der WeiBruthenischen Akademie 
der Wissenschaften in Minsk.) 


(Eingegangen am 21. September 1930.) 


Wie friiher gezeigt wurde?, ist das Wachstum von Ratten im Gewicht 
von 55 bis 90g bei geniigender vollwertiger Nahrung eine gradlinige 
Funktion der Zeit. Da schwarzes Roggenbrot fir Ratten eine voll- 
wertige Nahrung ist, so bedeuteten Hinzugabe von Milch anstatt Wasser 
zum Brot oder umgekehrt, der Ubergang von Milch zu Wasser keine 
Verinderung der Wachstumskurve. Mannliche Ratten wuchsen, wie 
in jener Arbeit angefiihrt ist, etwas schneller als weibliche. 

Zweck der gegenwartigen Arbeit war es, den EinfluB8 konservierter 
Hefen auf das Wachstum von Ratten bei vollwertiger Nahrung zu 
bestimmen. Unser Konservierungsverfahren bestand im Einsalzen. 
Die aus der Fabrik bezogenen Kulturhefen wurden im Glaskolben mit 
Salz bestreut, es ergab sich eine Suspension der Hefen mit dem ihnen 
durch das Salz entzogenen Wasser; dann wurde der Kolben geschiittelt 
und verschlossen?. Die zu den Versuchen dienenden Hefen wurden 
vom 12. Juni 1930 bis zum Beginn der Versuche, 18. August, also 
21, Monate, bei Zimmertemperatur belassen, wobei sie einen kaésigen, 
ziemlich angenehmen Geruch sowie Geschmack annahmen und von 
den Ratten gern genommen wurden. Die oben abgesetzte Lauge wurde 
abgegossen und die Hefe in besonderen GeféBen den Ratten zur Nahrung 
verabreicht. Sowohl Brot als Hefe befanden sich stets in geniigender 
Menge (ad libitum) im Rattenkafig. 

Fiir den Versuch wurden zehn junge, in zwei Gruppen geteilte 
Ratten verwendet: Kontrolltiere, drei mannliche und zwei weibliche, 
und ebensoviel Versuchstiere, auch drei mannliche und zwei weibliche. 


1 L. Rosenow, Mitteilungen der Abteilung fiir Natur- und Volkswirt- 
schaitskunde der WeiBruthenischen Wissenschaftlichen Akademie 1930. 
2 Nicht luftdicht. 
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Die Tabelle zeigt ihr Gewicht zu Beginn und Ende des Versuchs 
und die absolute und relative Gewichtszunahme (in Prozenten). 





Tabelle. 
ey ORE Gewicht Gewict Gewichtszunahme 
Ratte Nr. i\Ge schlecht) oy <8. VELL. Py = 4 case aie 
Kontrolle. 

1 fou 44,35 62,95 18,60 42 

2 Q 49,05 66.05 17,00 35 

3 fou 86,75 52,90 16,15 44 

4 rou 39,65 52,20 12,55 32 

5 2 49.70 63,90 14,20 29 

Zusammen: 219,50 298,09 78,59 36 
Versuch. 

6 Co 36,85 61,70 24,85 67 

7 fon 41,85 71,59 29,75 71 

8 fod 35,55 62,10 26,55 74 

9 2 46,00 66,90 20,90 45 

10 2 41,00 69,50 19,50 48 

Zusammen: 201,25 322,70 121,55 60 

Ergebnisse. 


Das erhaltene Material erlaubt folgende Schliisse zu ziehen: 

1. Einsalzen erweist sich als eine sehr brauchbare Konservierungs- 
methode fiir Futterhefe. 

2. Konservierte Hefen nehmen Kasegeruch und -geschmack an. 


3. Zugabe eingesalzener Hefen zu Brot als Futter ergibt eine 
Wachstumsbeschleunigung von 36 bis 60°, in 24 Tagen. 














Ernahrung und Schilddriisenwirkung. 


I. Mitteilung: 


Einflu8 des Caseins auf den hyperthyreotischen Stoffwechsel. 


Von 


I. Abelin. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegarnigen am 22. September 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Einleitung. 
A. Der Hormonstoffwechsel. 


Das umfangreiche Tatsachenmaterial der inkretorischen Forschung 
hat unzweideutig erwiesen, da der normale Ablauf fast samtlicher 
lebenswichtiger Funktionen an die Mitbeteiligung von Hormonen 
gekniipft ist. Aber tiber die Stellung des Hormons innerhalb dieses 
komplizierten Geschehens, iiber das Eigenschicksal des Inkrets, dariiber 
ist so gut wie nichts bekannt. Mag nun aber das Hormon eine Reduktion 
oder eine Oxydation, eine Spaltung, eine Koppelung, oder eine intra- 
molekulare Umlagerung einleiten; mag es uns noch véllig unbekannte 
physikalische Verinderungen veranlassen, immer wird es dabei héchst- 
wahrscheinlich selbst mitverindert werden miissen, und in einem 
gewissen Sinne und mit einem bestimmten Recht darf von einem 
, Hormonstoffwechsel* gesprochen werden. Ebenso wie das Eiweib-, 
Kohlenhydrat-, Fettmolekiil zuerst passend vorbereifet, dann nach 
bestimmten Gesetzen verarbeitet und zuletzt in bestimmter Richtung 
abgesondert wird, ebenso bedarf auch das Hormon neben dem spezifi- 
schen Aufbau auch der spezifischen Umwandlung und der darauf- 
folgenden Beseitigung oder Regeneration. Von dem iiblichen Stoff- 
wechsel unterscheidet sich der Hormonstoffwechsel nur in bezug auf 
Quantitat und Intensitét, indem sich die ganzen Vorginge an un- 
endlich kleinen Mengen und in sehr kurzer Zeit abspielen. Uber den 
Hormonaufbau haben uns die chemischen Studien einige Aufklérung 
gebracht, der Hormonabbauw und die begleitenden chemischen Ver- 
ainderungen miissen aber von Grund aus erforscht werden. Die klini- 
schen und experimentellen Erfahrungen sprechen bloB dafiir, daB die 
Hormone relativ rasch verbraucht werden, und zwar gerade bei den- 
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jenigen Vorgangen, welche durch sie selbst ausgelist bzw. beschleunigt 
werden. Dafiir liefern uns die modernen therapeutischen Errungen- 
schaften mehrere Anhaltspunkte. Mit ziemlicher Sicherheit darf an- 
genommen werden, daB beim Kohlenhydratumsatz auch das Insulin 
mit umgesetzt wird. Beide Erscheinungen laufen parallel ab, sie hangen 
kausal zusammen und die Erfahrung zeigt, daB beim schweren Diabetes 
oder beim pankreaslosen Tier einer erhéhten Zuckerzufuhr ein erhéhter 
Insulinbedarf entspricht. Mit der Verminderung der Zuckereingabe 
sinkt auch die notwendige Insulinmenge. 

Soll ferner bei einem nebenschilddriisenlosen Tier die Stérung 
des Ca-Stoffwechsels beseitigt und die Ca-Menge im Blute wieder zur 
Norm gebracht werden, so bedarf es dazu einer bestimmten, aber 
fortwihrend zu erneuernden Quantitdt des Parathyroidhormons. Der 
rasche Schwund des therapeutischen Effekts der Hypophysen- oder 
Nebennierensubstanzen spricht im gleichen Sinne. Ahnliche Gesichts- 
punkte diirften auch fiir die iibrigen Hormone und fiir die ihnen ver- 
wandten Vitamine gelten. So kann bei einem ungiinstigen Mischungs- 
verhaltnis von Ca zur Phosphorséure das Knochenwachstum nur dann 
normale Gestalt annehmen, wenn das D-Vitamin in bestimmter Menge 
vorhanden ist und wenn es entsprechend seinem Verbrauch beim 
Knochenwachstum immer wieder erginzt wird. Will man bei un- 
giinstigen Ernahrungsbedingungen ein mehr oder weniger normales 
Wachstum erzielen, so geniigt eine einmalige, selbst erhebliche A- oder 
B-Vitaminzufuhr nicht. Der Erfolg ist ein viel sicherer, wenn sich die 
Vitaminbeigabe dem Wachstumsverlauf und somit dem Vitamin- 
bedarf bzw. dem Vitaminverbrauch anpaBt und wenn die Vitamin- 
zufuhr ununterbrochen erfolgt. 


B. Auswirkung des Schilddriisenhormons.| 


Als eigentliches Gebiet des Schilddriisenhormons gilt der Energie- 
stoffwechsel. Es ist nicht gerechtfertigt, den Gesamtbetrag der Energie- 
produktion einzig und allein dem EinfluB des Schilddriisenhormons 
zuzuschreiben. Menschen und Tiere mit sicher nachgewiesenem Fehlen 
der Thyreoidea haben immer noch einen recht lebhaften Energie- 
umsatz. Ebenso wie es mehrere Wachstumshormone gibt, gibt es 
auch mehrere Hormone der Energietransformation. Innerhalb dieser 
Hormonreihe nimmt aber das Schilddriiseninkret eine besonders wichtige 
Stellung ein und wir diirfen nach Analogie annehmen, da das Thyreo- 
ideahormon bei diesem Energieumsatz am _ starksten verbraucht, 
zersetzt und dann unwirksam gemacht wird. Einer héheren Energie- 
umbildung wird ein erhéhter Schilddriiseninkretumsatz entsprechen, 
und umgekehrt muB zwangslaufig einem erhéhten Angebot von Schild- 
driisenhormon ein Anwachsen des Energiestoffwechsels folgen. Von 
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diesem Standpunkt aus kann die Erhéhung der Kalorienproduktion 
bei der Hyperthyreose auch als eine Schutz- und AnpassungsmaBnahme 
des Kérpers angesehen werden, welche auf dem Wege der raschen 
Hormonzerstérung die Wiederherstellung normaler Verhaltnisse an- 
strebt. Die entgegengesetzten Bedingungen liegen bei der Hypothyreose 
vor: es braucht hier weniger Hormon zersetzt und weniger Energie 
umgewandelt zu werden. 


C. Die Beziehungen des Schilddriisenhormons zu den einzelnen 
Organfunktionen'. 
a) Beteiligung der Leber am Stoffwechsel des Schilddriisen- 
hormons. 

Jede Zelle ist am Energieumsatz beteiligt, jede Zelle ist daher auf das 
Schilddriisenhormon angéwiesen und auch jede Zelle vermag das 
Thyreoideainkret abzubauen und zu zerlegen. Am lebhaftesten spielen 
sich diese Vorgange an der quergestre‘ften Muskulatur und an den 
driisigen Organen ab. Obwohl die Muskulatur sowohl an Masse wie 
an der Beteiligung am Energieumsatz den ersten Platz einnimmt, 
bin ich doch auf Grund langjahriger Beobachtungen geneigt, die ersten 
schweren Angriffe eines Schilddriisenhormoniiberschusses in die driisigen 
Organe, vor allem in die Leber, zu verlegen. Wie gegeniiber so zahl- 
reichen organischen und anorganischen Substanzen wirkt die Leber 
(vielleicht noch neben der Milz, den Lymphdriisen, der Niere) auch 
gegeniiber der Uberschwemmung mit Schilddriiseninkret als Stauwehr. 
Fast die ganze Last der Schilddriisenintoxikation, der Hormon- 
beseitigung und des Energiezuwachses ruht zuerst vorwiegend auf der 
Leber. Analysiert man naher den Stoffwechselverlauf einer kiinstlich 
erzeugten Hyperthyreose, so lassen sich deutlich zwei Stadien unter- 
scheiden. In der ersten Phase betrigt beim Tier die Zunahme des Energie- 
umsatzes 20 bis 30°, die Tiere verhalten sich 4uBerlich normal, haben 
fast keine Tachykardie, keine abnorme Ubererregbarkeit und nehmen 
an Gewicht nur unwesentlich ab. Auf dieses Zwischenstadium folgt 
nun eine von Tag zu Tag zunehmende Erhéhung des Grundumsatzes, 
eine rasche Abmagerung und das Hervortreten all der schweren 
Symptome, welche die klassische Hyperthyreose begleiten. Diese 
beiden Phasen hingen meiner Auffassung nach mit dem Funktions- 
zustande und mit dem Abwehrvermégen der driisigen Organe bzw. der 
Leber zusammen. Zu Beginn der Schilddriisenzufuhr vermag die Leber 
gréBere Thyreoideamengen zuriickzuhalten, zu zersetzen und dadurch 
den Gesamtkérper vor der Uberschwemmung mit dem Schilddriisen- 
hormon weitgehend zu schiitzen. Es gelangen dann nur relativ geringe 


1 Die groBe Bedeutung des Blutes fiir die Wirkung des Schilddriisen- 
hormons soll in einem anderen Zusammenhang besprochen werden. 
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Schilddriisenmengen in den allgemeinen Kreislauf, hauptsachlich in 
die Muskulatur, der Grundumsatz ist nur partiell erhéht, die Neben- 
erscheinungen fehlen fast vollstaindig. Leider geht aber diese Abwehr 
an der Leber nicht spurlos vorbei. Friiher oder spater beginnt die 
Leberbarriere zu versagen. Das Thyreoideahormon verteilt sich nun 
ausgiebig auf den Gesamtkérper, die Schidigung wird omnizellular 
und fiihrt zum schweren Bilde des hyperthyreotischen Zustandes. 
An den Ké6rperzellen wiederholt sich dann die prinzipiell ahnliche 
Stérung des Chemismus wie an der Leber. Stoff- und Energieumsatz 
erleiden eine Verschiebung nach oben, der Glykogen-, Fett-, Kreatin-, 
Kreatiningehalt wird vermindert, die Organtatigkeit bleibt selbst nach 
dem Inaktivieren des Hormoniiberschusses unphysiologisch und 
undkonomisch. 

Die Folgen der im Kampfe mit dem Schilddriisenhormon auf- 
tretenden Driisenschidigungen erkennt man am deutlichsten an der 
Glykogen-, Fett- und Kreatinverarmung der Leber. Die Leber verliert 
die Fahigkeit der Glykogenablagerung und der Fettanhaiufung und 
wird dadurch auBerstande gesetzt, die komplizierten inneren chemischen 
Vorgange mit derjenigen Prazision auszufiihren, welche die normale 
Lebertatigkeit auszeichnen. Je ausgedehnter, je intensiver und je 
normaler die Leberarbeit ist, desto schwicher ist die Schilddriisen- 
wirkung. Umgekehrt, je starker die Schidigung der physiologischen 
Leberfunktion ist, desto ausgesprochener ist auch der hyperthyreotische 
Krankheitszustand. Ich vermute, daB es bei gewissen Formen einer 
funktionellen Leberschadigung zu Hyperthyreoseerscheinunger selbst 
ohne besonders gesteigerte Schilddriisentatigkeit kommen kann. Es 
gelangt dann zu den Korperzellen etwas mehr als normal vom Schild- 
driisenhormon, und auch dann wird die vom gesteigerten Energie- 
umsatz begleitete Beseitigung des Hormoniiberschusses einsetzen 
miissen. Man sieht haufig im Versuch, daB Tiere mit einer glykogen- 
und fettfreien Leber besonders schnell und intensiv auf die Schild- 
driisenzufuhr reagieren. Eine solche Glykogenarmut der Leber laBt 
sich z. B. bei der Ratte durch Fleischzufuhr erzielen. Die Schild- 
driisenschadigung wird dann innerhalb kurzer Zeit akut und fiihrt rasch 
zum Tode. Beim Fleisch kommt zudem ein spezifischer EinfluB hinzu, 
auf den von klinischer wie von experimenteller Seite (2. Abderhalden 
und FE. Wertheimer!) mebrfach hingewiesen wurde. Ein weiteres Hilfs- 
mittel zur Glykogenverarmung der Rattenleber stellt die reichliche 
Phosphatzufuhr dar: auch dabei ist die Stoffwechselwirkung der Schild- 
driise starker als sonst (J. Abelin und K. Miyazaki?). 


1 BE. Abderhalden u. E. Wertheimer, Pfliigers Arch. 213, 328, 1926. 
2 I. Abelin u. K. Miyazaki, diese Zeitschr. 149, 109, 1924. 
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Bei der bekannten Nachwirkung des Schilddriisenhormons (d. h. der 
Fortdauer der Stoffwechselstérung in der ersten Zeit nach Unter- 
brechung der Schilddriiseneingabe) diirfte ebenfalls die Leber mit 
beteiligt sein. Die Schidigung des Leberstoffwechsels halt noch einige 
Tage nach dem Aufhéren der Thyreoideazufuhr an, die Leber vermag 
z. B. noch sehr ungeniigend Glykogen oder Fett abzulagern. Die 
kreisenden oder frisch sezernierten Schilddriisenhormonmengen 
passieren fast ungehindert die Leber und unterhalten den Stoffwechsel- 
effekt. Mit der allmahlichen Wiederherstellung der normalen Leber- 
tatigkeit ist auch eine der Grundursachen der allgemeinen Stérung 
verschwunden, der Umsatz sinkt, oftmals sogar (infolge Uberkompen- 
sation?) unter den normalen Durchschnittswert herunter. 


b) Die Leber als Ausschéidungsorgan des Schilddriisenhormons. 


Die besonderen Beziehungen der Leber zum Schilddriisenhormon 
gehen auch aus anderen Versuchen deutlich hervor. £.C. Kendall! 
hat einem Hunde 200 mg Thyroxin intravenés eingespritzt und darauf 
die Jodausscheidung verfolgt. Nicht weniger als 43°, des gesamten 
einverleibten Jods wurden innerhalb der nachsten 50 Stunden in der 
Galle vorgefunden. Die Erfahrungen von O. Krayer® erganzen vorteil- 
haft diesen Befund. Vom injizierten Thyroxin fand O. Krayer bei der 
Ratte innerhalb der ersten 3 Stunden bis zu 47°, in der Galle wieder. 
Bereits 2 bis 3 Stunden nach der Thyroxinzufuhr traten im Kote er- 
hebliche Jodmengen auf. Insgesamt wurden von dem einmal ein- 
gespritzten Thyroxinjod 87°,, mit dem Kote ausgeschieden. Resor- 
biertes Schilddriisen- oder Jodthyreoglobulinpulver nimmt seinen Weg 
ebenfalls zum erheblichen Anteil iiber das Leber-Gallensystem. Man 
weiB ferner aus Versuchen an metamorphosierenden Larven, daB die 
Hauptablagerung und der Hauptabbau der Schilddriisensubstanz in 
der Leber stattfindet. Nach Verfiitterung gréBerer Schilddriisen 
mengen fand man in der Leber Substanzen (wahrscheinlich jodhaltige 
Abbauprodukte, vielleicht auch geringste Mengen von unveraindertem 
Hormon), welche die Umbildung von Amphibienlarven in charak- 
teristischer Weise beeinflussen. 


ce) Wirkung groBer einmaliger und kleiner, mehrmalig 

verabreichter Schilddriisenmengen. 

Genau bekannt und mehrfach bestatigt ist folgender Befund. 
Gibt man einem Tier (Hund, Ziege, Kaninchen, Ratte, Vogel u. a.) 
nur einmal eine groBe, sogar eine tibergrobe Menge von Schilddriisen- 
substanz oder von Thyroxin, so wird diese Quantitét relativ gut er- 
1 B.C. Kendall, Endocrinology 8, 156, 1919. 

2 O. Krayer, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 128, 116, 1928. 
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tragen. Die itiblichen Schilddriisenwirkungen sind nicht iibermaBig 
stark oder sogar schwach ausgepragt, die Tiere bleiben am Leben 
Verteilt man die gleiche Schilddriisen- oder Thyroxinmenge auf mehrere 
Tags, so wirkt sie dann tédlich, oder sie ruft die schwersten Hyper- 
thyreoidisationserscheinungen hervor. Versuche dieser Art wurden 
von E. C. Kendall’, von B. Zawadowsky?, von W. Lipschitz? u.v.a. aus- 
gefiihrt. Dieser scheinbare Widerspruch kann wie folgt erklart werden. 
Die erstmalige, selbst abnorm groBe Schilddriisendosis wird durch 
das Driisensystem relativ leicht zerstért und beseitigt. Folgen ihr 
keine weiteren Thyreoideaeingaben, so ist die Schidigung bald aus- 
gebessert. Wiederholt sich aber die Schilddriisenzufuhr, so kann mit 
jedem Male immer weniger vom Driisennetz zuriickgehalten, ver- 
arbeitet und entfernt werden. Samtliche Organe stehen dann unter 
dem Einflu8 der sich dauernd ergieBenden Hormonmengen. Grund- 
umsatz, Herz, Lunge, Nervensystem u. a. werden stark angekurbelt, 
der Gesamteffekt wird mit jedem Tage starker und kann bald zum 
Tode fithren. 


So vermag also die Leber in verschiedener Weise in den Vorgang 
der Hormonregulierung einzugreifen. Erstens, indem sie, besonders 
im Beginn der Schilddriisenintoxikation, einen erheblichen Anteil 
des Inkrets vermittelst des Gallensystems abfangt und auf dem Darm- 
wege in scheinbar nicht mehr aktiver Form zur Ausscheidung bringt. 
Zweitens, indem sie unter Schadigung ihres eigenen Glykogen-, Fett-, 
Kreatin-, Kreatininstoffwechsels usw. einen Teil des Schilddriisenhormons 
abbaut und von der Blutzirkulation méglichst fernhalt. Beide Vorgainge 
sind innigst miteinander verkniipft und sind nur als Teilerscheinungen 
ein und desselben Grundphainomens aufzufassen. 


d) Schilddriisenhormon und Nervensystem. 


Ein ungeniigend erforschtes Wirkungsgebiet des Schilddriisen- 
hormons stellt das Nervensystem, hauptsachlich das Zentralnerven- 
system, dar’. Die Bedeutung der Thyreoidea fiir das Nervensystem 
diirfte noch gréBer sein als fir den Energiestoffwechsal. Der Athyreot 
leidet nicht so sehr unter dem um 15 bis 25, bis 40°, herabgesetzten 
Grundumsatz, als hauptséchlich unter der weit starker betroffenen 
Unterwertigkeit seines Nervensystems. Und auch den Basedowiker 


1 B.C. Kendall, Collect. Papers of the Mayo Clinic 9, 309, 1917. 

2 B. Zawadowsky u. Z. M. Perelmutter, Roux Arch. 107, 342, 1926; 
109, 210, 1927. 

3 W. Lipschitz, Klin. Wochenschr. 9, 642, 1930. 

4 Von neueren diesbeziiglichen Arbeiten vgl. Fr. C. Newton, Amer. 
Journ. of Physiol. 77, 12, 1924; H. Landolt, Zeitschr. f. Biol. 90, 327, 1930; 
Enderlen u. Bohnenkamp, Zeitschr. f. Chir. 200, 129, 1927. 
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qualt nicht so sehr seine Grundumsatzsteigerung (die nicht selten 
20 bis 30°, betragt), als vielmehr die iiberangestrengte Tiatigkeit 
seines zentralen Nervenapparats. Dieser Parallelismus zwischen der 
Schilddriisen- und der Nervenfunktion laBt vermuten, daB das Th yreoidea- 
sekret zu den spezifischen Hormonen der Nervenzelle gehért und die normale 
Tatigkeit des Nervensystems erméglicht. Die véllig ungeniigende Kenntnis 
des Nervenstoffwechsels macht es aber leider unméglich, diese Mit- 
wirkung des Schilddriiseninkrets naher zu erfassen Die Mitwirkung 
als solche, sowie andererseits die Rolle des gesamten Nervensystems 
an der Verarbeitung des Schilddriisenhormons sind aber kaum zu 
bezweifeln. 


e) Schilddriisenhormon und Hautfunktion. 


Ebenso diirfte der Haut eine nicht zu vernachlassigende Rolle beim 
Stoffwechsel und bei der Eliminierung des Thyreoideasekrets zukommen. 
Aber auch dariiber liegt ein viel zu geringes experimentelles Material 
vor. Die Haut speichert ziemlich begierig Jod und eventuell auch 
Schilddriisenhormon und ist wahrscheinlich an der Ausscheidung dieser 
beiden Stoffe lebhaft beteiligt. Das starke Schwitzen der hyperthyreoidi- 
sierten Individuen dient vielleicht zugleich der Beseitigung der toxischen 
Hormonprodukte. Es wire von Interesse, den Schweil von Basedo- 
wikern oder von hyperthyroidisierten Tieren auf seinen Jodgehalt und 
auf seine biologische Wirksamkeit zu priifen. 


D. Didtetische Bekdimpfung der experimentellen Hyperthyreose. 


Seit alters her ist man bestrebt, die menschliche Hyperthyreose 
auf doppelte Weise zu bekimpfen: man sucht, entweder die Hormon- 
produktion einzuschranken (durch Resektion, durch Arterienligatur, 
durch Réntgenbestrahlung usw.), wodurch auch der Anla®’ zur Stoff- 
wechselerh6hung und zur allgemeinen Organschadigung vermindert 
wird. Oder aber man ist auf anderen Wegen bestrebt, den Stoffwechsel 
zu entlasten und zugleich die Abwehr gegeniiber dem HormoniiberschuB 
zu starken. Die Art der Ernahrung ist dabei von allererster Bedeutung. 
Nach einer Vorstellung, die in friiheren Arbeiten vor einer Reihe von 
Jahren entwickelt wurde, besteht die Grundwirkung eines Schild- 
driisenhormoniiberschusses in der Hemmung bis Unterdriickung des 
Wiederaufbauvermégens der Zelle, in einem sehr erheblichen Versagen 
der Resynthese und der Ablagerungsfaihigkeit der Organe'. Bald tritt 
aber als Gegenregulation ein unverkennbares Bestreben des Organismus, 
durch eine verstarkte ,,Wachstumstendenz das verloren gegangene 


1 J. Abelin, diese Zeitschr. 187, 273, 1923; Naheres s. Bethes Handb. d. 
Physiol. 16, T, 101, 1930. 
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Material zu ersetzen. Als oberstes Ziel der Ernahrungstherapie gilt 
nun, diesem noch schlummernden und zuerst noch iiberténten Heil- 
vorgang entgegenzukommen und durch Darreichung von geeignetem 
Nahrmaterial den Wiederaufbau von Zellsubstanz zu erleichtern. 

Von diesen Gesichtspunkten ausgehend, habe ich im Laufe der 
letzten 8 Jahre versucht, bei der diatetischen Bekaimpfung der experi- 
mentellen Hyperthyreose solche Nahrungsstoffe zu verwenden, deren 
Wachstums- oder Aufbauvermégen bekannt ist. Dazu gehért eine 
nicht unerhebliche Anzahl verschiedener Stoffe, welche in den nach- 
folgenden Arbeiten systematisch durchgeprift werden sollen. Der 
Nutzen und Schaden der einzelnen in Betracht fallenden Nahr- 
substanzen mu} genau bekannt sein. Erst auf diese Weise wird es 
méglich werden, zu solchen Nahrungskombinationen zu _ gelangen, 
welche dem hyperthyreotischen Organismus all das wiedergeben kénnen, 
was er in seinem schweren Kampf mit der ibermaBigen Hormonmenge 
aufopfern muB. Es ist vollstandig verfehlt, durch Einschrankung oder 
durch fast véllige Ausschaltung gewisser iiberaus wertvoller Nahrungs- 
bestandteile, z. B. des EiweiBes, dem Ubel entgegenzuwirken. Viel 
wichtiger ist es, Mittel und Wege zu finden, um auch dem hyper- 
thyreotischen Organismus diese unersetzbaren Substanzen nutzbar zu 
machen. DaB dies bis zu einem gewissen Grade méglich ist, beweisen die 
nachfolgenden Untersuchungen. 

Nicht weniger bedeutungsvoll ist es, das Augenmerk auf die- 
jenigen Organe zu richten, denen bereits unter normalen Bedingungen 
ein wichtiger Anteil an der Hormonverarbeitung zukommt. Auf 
Grund der oben angefiihrten Erérterungen wird man zuerst an 
die Leber, an das Nervensystem denken, wobei uns allerdings 
die Bediirfnisse der Leber besser bekannt sind als die des Nerven- 
systems. Jede Starkung der Leberfunktion, jede Besserung ihres 
Glykogen-, Fett-, Kreatin-, Kreatininstoffwechsels usw. bedeutet 
zugleich eine Schwaichung der Hyperthyreose. Denn, je mehr Schild- 
driisenhormon von der Leber selbst verarbeitet oder ausgeschieden 
wird, desto schwacher ist die Thyroxaimie, desto geringfiigiger ist der 
Zwang, das Hormon auf dem Wege des allgemeinen Stoffwechsels 
zu beseitigen. Neoen den spezifischen, aufbaufahigen Substanzen 
muB daher die Nahrung Stoffe enthalten, welche in erster Linie die 
Leber zu schonen und ihre erlittenen Schaden auszubessern vermdgen. 

Auf diesen beiden Hypothesen, d.h. der didtetischen Férderung 
des Wiederaufbauvermégens des Kérpers und der didtetischen Besserung 
der Leberfunktion, basieren die nachfolgenden Untersuchungen. Der 
Ubersicht halber sollen die mit den einzelnen Nahrungskombinationen 
erzielten Resultate getrennt behandelt werden. In vorliegender Arbeit 
sind die Erfahrungen gesammelt, welche mit der Verfiitterung eines 
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spezifischen WachstumseiweiBes, des Caseins, gemacht wurden. Wenn 
auch, wie zu erwarten war, mittels der reichlichen Caseinzufuhr die so 
schwere thyreogene Stoffwechselschadigung nicht restlos beseitigt 
werden kann, so ist ein gewisser daimpfender EinfluB auf die Hyper- 
thyreose unverkennbar. Als Beleg mégen folgende Endergebnisse 
angefiihrt werden. Nachfolgend sind graphisch die Durchschnittswerte 
sdimtlicher thyreogen verursachten maximalen Grundumsatzsteigerungen 
bei normaler Ernahrung und bei Caseinfiitterung dargestellt. Man 
erhalt dann als Mittelwert einen maximalen Grundumsatzanstieg von 
92°, bei tiblicher, und von 47°, bei Caseinfiitterung. Diesen Zahlen 
liegen zehn langdauernde Versuchsserien an zehn Tieren zugrunde. 
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Experimenteller Teil. 
I. Gaswechselversuche. 

Zu den Versuchen wurden Ratten benutzt. Dieselben eignen sich fiir 
Schilddriisenstudien vorziiglich und reagieren ohne Ausnahme auf Zufuhr 
von Thyreoideasubstanz oder von Thyroxin. Die Mannchen sind etwas 
widerstandsfahiger als die Weibchen. Die vorliegenden Untersuchungen 
wurden fast ausschlieBlich an Mannchen ausgefiihrt. An die Bedingungen 
des Gaswechselversuches gewéhnen sich die Tiere nach einigen Tagen 
ziemlich gut. Je haufiger die Tiere in den Versuchskasten kommen, desto 
genauer werden die Resultate. Gut eingeiibte Ratten liefern erstaunenswert 
iibereinstimmende Grundumsatzwerte. 

Eine tagliche Untersuchung des Gaswechsels ist nicht empfehlenswert, 
weil die Tiere dann relativ wenig Zeit zum Fressen haben und deshalb 
erheblich abmagern. Es ist vorteilhafter, die Gaswechselbestimmung jeden 
zweiten Tag vorzunehmen und vor jedem Versuch die Tiere 16 bis 18 Stunden 
ohne Futter zu lassen. Die Versuchsdauer soll nicht zu kurz sein und nicht 
weniger als 3 Stunden betragen. In den vorliegenden Versuchen blieben 
die Tiere wihrend 5 Stunden im Stoffwechselkasten, die Temperatur 
betrug 27 bis 28° C, entsprach somit der kritischen Temperatur fiir die Ratte. 
Die weiteren Einzelheiten des auf dem Haldane-Prinzip beruhenden Gas- 
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wechselversuchs sind in den friiheren Mitteilungen beschrieben. Um die 
unvermeidbaren mehr oder wenig ausgesprochenen taglichen Grundumsatz- 
schwankungen auszugleichen, empfiehlt es sich, als Vergleichsbasis den 
Mittelwert simtlicher im Normalversuch ermittelten Zahlen zu benutzen 
und die Grundumsatzsteigerungen auf der Basis dieses Mittelwertes um- 
zurechnen. 

Als Schilddriisenpraparat wurden die Tabletten von Burroughs Wellcome 
u. Co. benutzt. Dieselben zeichnen sich durch eine konstante und ziemlich 
intensive Wirkung aus. Jede Tablette entspricht 0,324 g frischer Schild- 
driisensubstanz, meistens wurde ein Drittel oder zwei Drittel einer Tablette 
(100 bzw. 200 mg) verfiittert. 

Das Casein wurde aus Magermilch dargestellt. Dieselbe wurde mit 
verdiinnter Essigsiure bis zur grobflockigen Fallung versetzt, das ab- 
geschiedene Casein lange gewiissert, méglichst gut abgepreBt und in der 
Kalte aufbewahrt. 

Bei einer anderen Reihe von Versuchen wurde das Casein auf andere 
Weise gewonnen. Reines Casein-Na Merck wurde in einer groBen Menge 
Wasser aufgeschwemmt und dann mit verdiinnter Essigsaéure versetzt. 
Nach mehrstiindigem Stehen wurde abgenutscht, mit viel Wasser aus- 
gewaschen, ausgepreBt und im Eisschrank autbewahrt. 


a) Kontrollen. 


Grundumsatzerhéhung bei Schilddriisenfiitterung und Er- 
nihrung mit Brot und Milch (unter zeitweiser Beigabe von 
Vegetabilien. ) 

Uber den Verlauf dieser Versuche orientieren die Tabellen I und TI. 
Die Tabelle I enthalt ein gutes Beispiel der ,,Stufenwirkung‘‘ des Thyreoidea- 
iiberschusses. Wenige Tage nach Beginn der Schilddriisenbehandlung 
steigt der Gaswechsel um 30 bis 37% an und bleibt auf dieser Héhe einige 
Zeit. Darauf kommt es zu einem Zustand, der sich als ,,Krise“t charak- 
terisieren 14Bt. Die Grundumsatzerhéhung betragt tiber 100%, zugleich 
sind auch die hyperthyreotischen Nebenerscheinungen sehr stark aus- 
gesprochen. Nicht selten gehen die Tiere in diesem Stadium ein. Bleiben 
sie am Leben, so tritt fast ohne Ausnahme eine ,,Gegenregulation™ ein: 
der Grundumsatz geht wieder herunter, wahrend die iibrigen hyper- 
thyreotischen Symptome fast unvermindert erhalten bleiben. Auch hier 
erkennt man, wie nach der Grundumsatzsteigerung von 102,6% (Versuch 
vom 25. Juni) eine Gaswechselerniedrigung eintritt, denn am 28. Juni 
ist der Grundumsatz um 61,4% erhdht, liegt also um etwas iiber 40% 
tiefer als zuvor. In den nachfolgenden Tagen tritt wieder eine Steigerung 
um etwa 20% ein und auf dieser Hohe bleibt dann der Gaswechsel weiter. 
Wegéen des gefahrvollen Zustandes des Tieres muBte der Versuch am 2. Juli, 
nach rund dreiwéchentlicher Schilddriisenbehandlung, unterbrochen werden. 

Die Versuchstiere der Tabelle II reagierten rascher auf die Schild- 
driiseneingabe. Bei diesen Tieren betragt die initiale Steigerung ebenfalls 
30 bis 35%, dieselbe schwindet aber bald und fiihrt zu einer Grundumsatz- 
zunahme von iiber 80 und 90%. Tier A hat nach zweiwéchentlicher Schild- 
driisenbehandlung einen um 91,1 % erhéhten Grundumsatz, Tier B ebenfalls 
nach etwa zweiwéchentlicher Thyreoideazufuhr eine Gaswechselsteigerung 
von 82%. Auch hier muBte nach Ausbildung dieser Maxima der Ver- 
such unterbrochen werden. 
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b) Schilddriisenwirkung 
bei reichlicher Erndhrung mit Casein (neben Milch 
und Brot). 


Aus der letzten Kolonne der Tabelle III 1aBt sich leicht ent- 
nehmen, daB bei Caseinfiitterung die Grundumsatzwirkung der Schild- 
driisensubstanz nicht so hoch ausfallt. Der erste Grundumsatzanstieg, 
der sonst 30 bis 35% betrigt, bleibt hier zuerst bei einem Wert 
von 14% stehen, kommt bald auf die Zahl 30, und halt sich, im 
Gegensatz zu den Kontrollen, auf dieser Héhe weiter. Die maximalen 
Grundumsatzsteigerungen betragen bei den Kontrollen rund 80 bis 
90 bis 100%, hier dagegen bloB 33,8%. Noch ausgesprochener ist 
die Dampfung des Thyreoideaeffekts in den Versuchen der Tabelle IV. 
Hier ist nach L7tagiger Schilddriisenzufuhr der Grundumsatz nur um 
15,6% erhéht, in den vorangehenden Tagen kann von einer charak- 
teristischen Stoffwechselsteigerung tiberhaupt nicht gesprochen werden. 
Entsprechend den friiher gemachten Beobachtungen! konnte auch 
an diesem Tiere festgestellt werden, daB der nicht iibermaéBig ge- 
steigerte hyperthyreotische Stoffwechsel auf Fettzufuhr giinstig reagiert. 
Am 9., ll. und 14. Februar erhielt das Tier taglich 2ccm Fett. Der 
weitere Anstieg des Grundumsatzes konnte dadurch aufgehalten werden, 
denn am 9. Februar liegt der Grundumsatz unterhalb dem Mittelwert 
der Normalperiode, am 11. Februar ist er um 6,7%, am 14. Februar um 
12,7% erhéht. Es handelt sich um ein Tier. welches auf das Casein 
sehr giinstig reagiert hat. ! 

Beim Tier der Tabelle V_ ist die Caseinwirkung besonders im 
Beginn der Schilddriisenbehandlung deutlich, wo selbst nach zwdlf- 
taigiger Thyreoideazufuhr der Grundumsatz am _ 2. Februar nur 


um 17,6% erhédht ist. Darauf tritt eine Gaswechselerhéhung von 
44 und 64% ein, dieselbe geht aber rasch zuriick und am 9. Februar 
ist der Grundumsatz wieder bloB um 32,4% erhdht. Die physio- 


logischerweise eintretende Gegenregulation ist in diesem Caseinversuch 
deutlich ausgepragt. 

Die 14tagige Schilddriisenbehandlung des Tieres der Tabelle VI schlieBt 
mit einer Grundumsatzerh6hung von 30% ab, die als relativ gering an- 
gesehen werden darf. . 


Vielleicht noch wichtiger als die einzelnen Grundumsatzwerte 
ist das allgemeine Verhalten der hyperthyreotischen, mit Casein 
gefiitterten Ratten. Die bekannten schweren Nebenerscheinungen, 
wie Tachykardie, abnorm angestrengte Atmung, SchweiBausbriiche 
usw. waren bei den mit Casein behandelten Tieren unzweifelhaft 
schwicher ausgepragt als bei den Kontrolltieren, bei denen gewéhn 
lich eine zweiwéchentliche Thyreoideazufuhr einen schweren Zustand 
herbeifiihrt. 

, Da gewisse Anzeichen vorliegen, daB der Grad der Hyperthyreose 
unter anderem auch von der Jahreszeit abhingt, wurden die Casein- 
fiitterungsversuche im Sommer des gleichen Jahres wiederholt Wie 


' I, Abelin u. K. Miyazaki, diese Zeitschr. 149, 109, 1924. 
Biochemische Zeitschrift Band 228. 12 
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182 I. Abelin: 


aus den Tabellen VII, VIII und IX _ hervorgeht, wurde auch _ hier 
durch die reichliche Caseinbeigabe die Hyperthyreose abgeschwiicht. 
Tabelle VII demonstriert die langsame Entwicklung der Grund- 
umsatzerhéhung, welche zuerst durch die Zahlen’ 1,65, 4,26 und 
16% ausgedriickt wird. Darauf tritt eine Grundumsatzerhéhung bis 
zu 50% auf, die aber von keinen schweren Allgemeinerscheinungen 
begleitet ist. Auf die Zufuhr des lipoid und vitaminreichen Eigelbs 
sinkt der Umsatz sehr steil ab. Ein ahnliches Bild bietet Tabelle VIII, 
wo die Stoffwechselsteigerung bei einer initialen Erhéhung = von 
etwa 30 bis 35 bis 40% stehen bleibt. Das Tier der Tabelle IX 
darf zu den besonders thyreoideaempfindlichen gerechnet werden, 
es reagiert rasch mit eimer Grundumsatzsteigerung von 35 und 
70%. Sehr auffallend ist aber auch das schnelle Verschwinden der 
abnormen Kalorienbildung. Trotz weiterer Schilddriisenzufuhr — sinkt 
am 18. Juli die Grundumsatzerhéhung auf 28,2%, und bleibt auch 
am 20. Juli unterhalb des friiher erreichten Wertes zuriick. 


Il. Glykogenversuche. 


Mehrtagige Fiitterung mit Schilddriisensubstanz fiihrt zu einem 
Unvermégen der Leber, Glykogen anzuhiufen. Bei etwas gréBeren 
Schilddriisenmengen greift die Stérung auch auf das Muskelglykogen 
liber, dessen Menge nimmt betrachtlich ab. Die Versuche wurden 
wie folgt ausgefiihrt: die Ratten wurden mit der  caseinreichen 
Nahrung und mit den in der Tabelle X angegebenen Schilddriisen- 
mengen mehrere Tage gefiittert. Um 4 bzw. um 6 Uhr abends 
des letzten Versuchstages wurde das Futter weggenommen und den 
Tieren tiber Nacht nur frisches Wasser zur Verfiigung gestellt. Um 
8 Uhr morgens des nichstfolgenden Tages erhielten die Ratten per 
os 2,5g Rohrzucker in 50%iger Lésung. 8 Stunden nach der Zucker- 
eingabe wurden sie durch K6pfen getétet, Leber und Muskel rasch 
herauspripariert und nach Pyliiger weiter verarbeitet. Der Zucker 
wurde nach Bertrand bestimmt, wobei ausnahmslos Doppelanalysen 
ausgefiihrt wurden. 


Wie aus Tabelle X_ ersichtlich, enthielt die Leber durchwegs 


- Glykogen. Bei Eingabe von 600 mg _ Schilddriisensubstanz Wellcome 


betragt der durchschnittliche Glykogengehalt der Leber 2,70 (an 
Stelle von durchschnittlich 3,30 bis 3.50% beim  unbehandelten 
Tieve), unc bei Zufuhr von 900 mg Thyreoideapulver enthalt die 
Leber immer noch im Mittel 1,67% Glykogen. Die Leber der analog 
behandelten Kontrolltiere enthalt entweder itiberhaupt kein Glykogen 
oder nur einige Zehntel Prozent davon (vgl. Mitteilung Il auf 
S. 192 u. 193). Der Muskelglykogengehalt ist bei den mit 600 mg Schild- 
driisentabletten behandelten Ratten normal, bei den mit 900 mg 
behandelten Tieren vermindert (0,14%). Normalerweise findet man 
im Muskel nach Zufuhr von 2,5 g Rohrzucker 0,20 bis 0,25% 
Glykogen. 


DaB die verfiitterten Schilddriisenmengen tatsachlich ausreichen, 
um eine typische Wirkung auszulésen, beweisen die eingetretenen 
Kérpergewichtsabnahmen. Dieselben sind ebenfalls in der Tabelle X 
verzeichnet. 
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Ernaéhrung und Schilddriisenwirkung. I. 187 


Zusammenfassung, 


1. Ebenso wie das EiweiB, Fett, Kohlenhydrat unterliegt auch 
die Gruppe der Hormone einem fortwahrenden Auf- und Abbau. 
Der Hormonstoffwechsel ist vornehmlich an diejenigen Vorginge 
gekniipft, welche durch das betreffende Inkret unterstiitzt werden. 
Beim Insulin ware dies der Zuckerumsatz, beim Parathyreoidea- 
hormon der Calciumstoffwechsel, beim Schilddriisensekret die Energie- 
transformation usw. Je mehr Thyreoideahormon den _ Kérper- 
zellen zur Verfiigung gestellt wird, desto mehr Inkret muB 
abgebaut werden, desto griBer mu auch der Energieumsatz an- 
wachsen. Umgekehrt bei Schilddriisenhormonmangel. Der hohe 
Anstieg des hyperthyreotischen Grundumsatzes kann als ein Be- 
streben des Organismus zur raschen Hormonzerstérung und Hormon- 
beseitigung aufgefaBt werden. 


eit 


ast 


2. Als Schutzgebiete gegen eine Cherschwemmung des Organismus 
mit Thyreoideahormon treten manche driisige Organe, hauptsachlich 
die Leber auf. Im Beginn der Schilddriisenzufuhr vermag die Leber 
gréBere Thyreoideamengen zuriickzuhalten, abzubauen und die Abbau- 
produkte auf dem Gallenwege zur Ausscheidung zu bringen. Die an- 
fanglichen Steigerungen des Energieumsatzes beruhen wahrscheinlich 
zum groBen Teil auf der erhéhten Lebertatigkeit. Bei weiterer Schild- 

driiseneingabe beginnt aber die Abwehrfunktion der Leber allmahlich 
zu versagen: die Leber verliert die Faihigkeit der Glykogenablagerung, 
der Fettanhaufung, der Kreatin-Kreatininneubildung usw. Als Folge 
davon diirfte mehr Schilddriisenhormon in den allgemeinen Kreis- 
lauf gelangen, wodurch dann das stufenartige Anwachsen des Energie- 
umsatzes ausgelést wird. Als Hauptverbraucher des Hormoniiber- 


— —— 
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schusses treten dann neben der Leber die Muskeln, das Herz, die 
Atmungsorgane, der Darmapparat u. a. auf. An ihnen wiederholt 
sich die prinzipiell ahnliche Schadigung des Chemismus wie an der 
Leber, d. h. ein Verlust der Stoffreserven und die Unméglichkeit 
deren Wiederersatzes. 

Als besonders  wichtiger Wirkungsort des  Schilddriisen- 
hormons ist das Nervensystem, speziell das Zentralpervensystem 
anzusehen. Die begleitenden Stoffwechselverinderungen des zen- 
tralen und peripheren Nervenapparats sind aber bis jetzt nicht 
faBbar. 


3. Sobald es im Laufe der experimentellen Hyperthyreose gelingt, 
die Leber in ihrem schweren Kampfe mit dem HormoniiberschuB zu 
unterstiitzen und die physiologischen Funktionen derselben (z. B. die 
Glykogenablagerung u. a.) aufrecht zu erhalten, werden Grundumsatz- 
erhéhung und allgemeine Kérperschidigung sichtbar verzégert und 














en lle i a lsh SE 


188 I. Abelin: Ernahrung und Schilddriisenwirkung. I. 


abgeschwacht. Das beste bis jetzt bekannte Hilfsmittel dazu ist die 
Ernahrungsart. Es miissen dabei solche Nahrungsmittel herangezogen 
werden, welche die Leber zu schonen und zu starken und den darnieder- 
liegenden Aufbaustoffwechsel der Zellen zu heben vermégen. In vor- 
liegender Mitteilung wird auf die giinstige Wirkung einer reichlichen 
Caseinzufuhr hingewiesen. Schwachere, experimentell erzeugte Hyper- 
thyreosen werden dabei sehr aktiv, starkere mit unverkennbarem Erfolg 
bekampft. Die Leber von mit Schilddriise und mit Casein gefiitterten 
Ratten verliert nicht so rasch die Fahigkeit der Glykogenablagerung. 
Andere in der gleichen Richtung wirksame Nahrungskomponenten 
sollen in den nachfolgenden Mitteilungen beschrieben werden. 














Ernaihrung und Schilddriisenwirkung. 


Il. Mitteilung: 


Uber die Bedeutung der Vitamine fiir den Verlauf der experimentellen 
Hyperthyreose. 


Von 


I. Abelin, M. Knuchel und W. Spichtin. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 22. September 1930.) 


Folgende Uberlegungen fiihrten zur eingehenderen Priifung der 
Vitaminwirkung bei der experimentellen Hyperthyreose. 

a) Es ist durch Stoffwechselversuche festgestellt, daB unter dem 
EinfluB eines Schilddriisenhormoniiberschusses der Organismus an 
EiweiB, Fett, Kohlenhydrat, Wasser und Mineralstoffen verarmt. 
Ein gleichzeitiger Verlust von Vitaminen darf ohne weiteres angenommen 
werden. 

b) Kommt es zur Heilung einer hyperthyreotischen Schadigung, 
so wird die Besserung dadurch eingeleitet, daB der Kérper in ver- 
starktem MaBe Stoff ablagert. Dafiir ist aber eine intensive Mitwirkung 
der Vitamine notwendig. Sowohl im Stadium der iiberwiegenden 
Schadigung, als auch im Stadium der tiberwiegenden Besserung ist 
somit der Vitaminbedarf des hyperthyreoidisierten Organismus er- 
héht. Die vorliegenden Versuche zeigen in der Tat den = un- 
zweideutigen Nutzen einer reichlicheren Vitaminzufuhr bei der 
experimentellen Hyperthyreose. Zur besseren Charakterisierung der 
Vitaminwirkung muBte jedes einzelne Vitamin getrennt gepriift 
werden. Darauf konnte dann die Wirkung von Vitaminkombinationen 
verfolgt werden. 

Wie es scheint, sind das A- und B-Vitamin besonders wichtig. 
Einige a-vitaminreiche Produkte, wie Lebertran und Eigelb, haben 
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190 I. Abelin, M. Knuchel u. W. Spichtin: 


sich bereits bei den friiher durchgefiihrten Versuchen als wirksam 
erwiesen!. Die Beigabe dieser vitaminreichen Stoffe zum Futter ver- 
mochte damals der intensiven Leberschidigung wahrend der experi- 
mentellen Hyperthyreose entgegenzuwirken und der Leber fast normale 
Glykogen- und Fettmengen zu sichern. Von nicht geringerer Be- 
deutung scheint das B-Vitamin zu sein. Auch dessen Zufuhr in Form 
von frischer Brayereihefe verleiht der Leber eine stairkere Abwehr 
gegen die thyreogene Stérung und wirkt zugleich dimpfend auf die 
Grundumsatzerhéhung. Nicht ohne Zusammenhang damit werden 
durch die B-Vitaminzufuhr auch die schweren allgemeinen Symptome 
abgeschwaicht und die Gefahren eines allmahlichen Versagens der 
lebensnotwendigen Funktionen herabgesetzt. 


Uber die Bedeutung des C-Vitamins laBt sich nicht viel aussagen, 
da die Versuche an der Ratte ausgefiihrt wurden und der C-Vitamin- 
bedarf dieser Tierart gering ist. Doch ist die giinstige Wirkung eines 
Zusatzes von Orangensaft kaum zu _ bezweifeln (vgl. Versuche 49 bis 


52 Kn, Tabelle IV). 


Ebenso diirfte dem D-Vitamin in Form von Vigantol eine gewisse 
Wirkung zukommen. Nur ist hier die Gefahr der Uberdosierung be- 
sonders groB und bei etwas langerdauernder Vigantoleingabe kénnen 
sich sekundire Schidigungen einstellen. Vorteilhafter ist es, an Stelle 
der einzelnen Vitamine deren Mischung in passender und natiirlicher 
Form einzugeben. Ungeniigend erwies sich die alleinige Beigabe von 
Salat. Sehr giinstig wirkte dagegen ein Gemisch von getrockneten 
Karotten, Tomaten und Spinat. 


Uberaus gute Erfolge ergab das Knochenmark vom Rind oder 
Kalb. Dasselbe ist sowohl fett-, lipoid- wie A-vitaminreich und, wie 
es scheint, liegt hier eine besonders giinstige Kombination vor. In 
einigen mit Knochenmark behandelten Fallen (vgl. Versuche Sp. 15 
und 16, Tabelle VI) wurden in der Leber, trotz sechstagiger Schild- 
driisenbehandlung, tibernormale Glykogenmengen gefunden. Sehr 
bemerkenswert ist auch der gegen die Norm stark erhéhte Muskel- 
glykogengehalt simtlicher Tiere dieser Versuchsreihe. Auch bei 
Normaltieren findet man gach Zufuhr von Knochenmark oder von 
gewissen Fetten oder fettartigen Substanzen eine Vermehrung des 
Muskelglykogens*. Bei dieser Versuchsserie darf nicht nur von einer 
Abschwachung, sondern von einer weitgehenden Unterdriickung des 
Schilddriiseneinflusses gesprochen werden. Nur das Tier Nr. 14 Sp. 
hatte kein Glykogen in der Leber, aber viel Muskelglykogen. Solche 


1 7. Abelin, B. Kobori u. E. Goldener, diese Zeitschr. 174, 232, 1926. 
2 Vgl. I. Abelin, Klin. Wochenschr. 8, 1009, 1930. 
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Ausnahmen, welche gewéhnlich kranke oder schwachliche Tiere be- 
treffen, werden hier und da angetroffen, besonders wenn man zu jedem 
Versuch mehrere Tiere heranzieht. Diese Versager liefern aber zugleich 
den Beweis fiir die sonst hohe Wirksamkeit der benutzten Schild- 
driisendosierung. 


Es wurden ferner Versuche mit den vitaminreichen tierischen 
Organen, wie Leber und Niere, angestellt, doch war die Wirkung 
schwiacher als bei der Vitaminzufuhr in vegetabilischer Form. Vielleicht 
waren auch die Vitaminmengen unzureichend. Trotzdem muBb die 
giinstige Wirkung der Kalbsniere auf die experimentelle Hyperthyreose 
hervorgehoben werden. 


Experimenteller Teil. 
A. Glykogenversuche. 


Der Effekt der Schilddriisenwirkung hingt von zwei Faktoren ab: 
von der verfiitterten Hormonquantitat sowie von der Zeitdauer der Thyreo- 
ideabehandlung. Man kann mit kleinen, aber sehr haufig wiederholten 
Dosen den gleichen, ja einen noch stirkeren Erfolg erzielen als mit groBen, 
aber wahrend kurzer Zeit dargereichten Schilddriisenmengen. Dieses 
Produkt aus Zeit mal Menge mu8 bei allen Versuchen genau beriicksichtigt 
werden. Durch Nichtbeachtung dieser Bedingungen ist leider ein erheblicher 
Teil der in der Literatur beschriebenen Thyreoideaversuche entwertet. 
Zu beriicksichtigen sind bei solchen Kontrollen auch das Alter, das Ge- 
schlecht, die Rasse, die Ernihrung der Tiere, sowie nicht zuletzt die 
Jahreszeit und die Temperatur des Versuchsraumes. Fiir die Priifung 
der Schilddriisenwirkung auf den Glykogenstoffwechsel eignen sich 
am besten miannliche Ratten nicht unter 125¢ und nicht tiber 250g 
Kérpergewicht. Ich ziehe am besten gut genihrte Tiere ohne  jede 
Hautschidigung mit einem Kérpergewicht von 150 bis 180g vor. Zu 
jeder Versuchsserie benutze man nicht weniger als drei Ratten, 
sonst sind die Resultate nicht beweisend. Vorteilhaft ist es, die einmal 
erzielten Resultate nach einiger Zeit an einem anderen Stamm von 
Tieren nachzupritifen. 


a) Kontrollen. Tabelle I enthalt eine Reihe von Kontrollversuchen 
mit verschieden intensiver und mit verschieden lange andauernder Schild- 
driisenfiitterung. Bei Darreichung mittlerer Thyreoideamengen geniigt 
gewohnlich eine fiintf- bis sechstigige Fiitterung, um der Leber ihre Glykogen- 
ablagerungsfahigkeit zu nehmen. Verfiitterter Zucker wird dann nicht 
mehr als Leberglykogen wieder gefunden. Oftmals ist zugleich auch der 
Muskelglykogengehalt bereits herabgesetzt, doch bendétigt gewéhnlich 
eine sichere Schaidigung des Muskelstoffwechsels mehr Zeit und mehr 
Schilddriisensubstanz. Nach Verfiitterung von 1000 mg_ Schilddriisen- 
praparat in Form von Bourroughs Wellcome-Tabletten innerhalb von etwa 
6 Tagen ist die Leber gewéhnlich glykogenfrei. Wie die Tabelle I zeigt, 
geniigen nicht selten 700 oder 800 mg davon, um eine starke Reduktion 
des Leberglykogens zu bewirken. 1200 oder 1800 mg fiihren fast ohne 
Ausnahme zu einer vollstiindigen Vernichtung der Glykogenablagerung 
in der Leber. 
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b) A- und D-Vitamin (emulgierter Lebertran). Vier mannliche 
Ratten erhielten 2 Tage vor Beginn der Schilddriisenbehandlung als Zulage 
zur Grundkost 1,2 g emulgierten Lebertran. Darauf wurde die Schild- 
driisenfiitterung eingeleitet und wahrend 3 Tage kein Lebertran gegeben. 
Es wurde damit angestrebt, die Schilddriisenwirkung ungestért zum Aus- 
druck kommen zu lassen. 2 Tage vor der Tétung erhielt jedes Tier neben 
der Thyreoideasubstanz 1,5 g emulgierten Lebertran. Nach Zuckerzufuhr 
enthielt die Leber sémtlicher Versuchstiere fast normale Glykogenmengen. 

Ebenso wie bei den Versuchen mit Knochenmark (vgl. Tabelle V1) 
ist auch hier der stark iibernormale Gehalt an Muskelglykogen auffallend, 
der mehr als das Doppelte der tiblichen Glykogenmengen betragt. 
Die fast spezifische Wirkung des Lebertrans, des Knochenmarks und 
mancher anderer fettartiger Substanzen gerade auf die Glykogenbildungs- 
kraft des Muskels ist fiir die Erklérung des therapeutischen Erfolges dieser 
Stoffe von besonderem Interesse. 

c) B-Vitamin. Bei diesen Versuchen wurden zum Teil héhere Do- 
sierungen der Schilddriisensubstanz benutzt, trotzdem konnte aber, dank der 
B-Vitaminzufuhr, die Glykogenablagerungsfahigkeit der Leber zum groBen 
Teil aufrecht erhalten werden. Der konzentrierte Hefeauszug ,,Marmite“ 
wirkte ebensogut wie frische Hefe, doch wurde allermeistens Brauereihefe 
benutzt, da das ,,Marmite‘’-Praéparat noch unbekannte Zusiitze enthalt. 

d) C- und D-Vitamin. Als C-Vitaminquelle wurde Orangensaft und 
als D-Vitamin das ,,Vigantol“-Merck benutzt. Beide Substanzen tibten 
einen giinstigen EinfluB8 aus, allerdings waren die verfiitterten Schilddriisen- 
mengen nicht so groB, trotzdem aber ausreichend genug, um bei einem 
wie gewoéhnlich ernaihrten Tier eine weitgehende Herabsetzung des Leber- 
glykogens zu bewirken. Nur bei zwei Tieren (Nr. 52 Kn und 45a Kn) wurde 
in der Leber, trotz der C- oder D-Vitaminwirkung, kein Glykogen gefunden. 

e) Gemisch verschiedener Vitamine. Eine Gruppe dieser Versuchstiere 
erhielt taglich Tomatensaft, etwas Karotten und 0,2 ccm Lebertran. Bei 
drei Tieren konnte dadurch die Hyperthyreose abgeschwacht werden, 
denn die Leber dieser Tiere enthielt 2,65, 2,86 und 3,54% Glykogen, also 
fast normale Zahlen. Dagegen war der Muskelglykogengehalt dieser Tiere 
stark erniedrigt. Bei zwei Tieren versagte die Wirkung dieser Vitamin- 
kombination. ' 

Erfolgreicher erwies sich ein Gemiisepulver, bestehend aus Karotten, 
Spinat und Tomaten (benutzt wurde das vitaminreiche Praparat der 
Dr. A. Wander A. G. Bern, ,,Veguva“‘). Eine tagliche Zulage von 5 g dieses 
Gemiisepulvers hatte zur Folge, daB trotz einer siebentagigen und er- 
heblichen Senilddriisenzufuhr die Leber simtlicher Versuchstiere Glykogen- 
mengen zwischen 2,13 und 3,50 °% enthielt. 

f) Knochenmark. Bei der Eingabe des Knochenmarks wurde wie folgt 
verfahren: ein Stiick Knochenmark (vom Rind) wurde mit dem Messer 
in kleine, diinne Scheibchen zerlegt, in einem Morser auf dem Wasserbad 
erwarmt und darauf fein zerrieben Zur besseren Emulgierung wurden 
manchmal einige Tropfen Milch zugesetzt. Die warme Masse wurde mit 
einer vorgewarmten Spritze aufgesaugt und den Tieren peroral verfiittert. 
Um die Resorption des Schilddriisenpulvers nicht zu _ beeintrachtigen, 
wurde das Knochenmark am Morgen, die Thyreoideasubstanz am Abend 
verabreicht. 
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Ernaéhrung und Schilddriisenwirkung. II. 201 


Die giinstige Wirkung des Knochenmarks auf den Glykogenst offwechsel 
der Leber und des Muskels wurde bereits in der Einleitung erwaihnt. Es 
mége hier noch darauf hingewiesen werden, daB unter dem Einilu8 des 
Knochenmarks die Leber selbst bei intensiver Schilddriisenbe handlung 
noch viel Glykogen enthilt, sogar bis zu 2,23%. Der Muskelglykogen- 
gehalt ist entweder normal oder erhéht (vgl. z. B. Versuche Nr. 22 und 
25 Sp.). Auch hier kehrt die oben besprochene Schutzwirkung des Knochen- 
marks gegeniiber dem Muskelglykogen wieder. 


B. Gaswechselversuche. 


a) Thyroxinwirkung bei iiblicher Ernahrung mit Milch und Brot und 
gelegentlicher Beigabe von Vegetabilien: Benutzt wurde das Thyroxin- Roche, 
welches in Mengen von 0,1 bis 0.2 mg taiglich unter die Haut eingespritzt 
wurde. Bei dieser Dosierung lassen sich die schweren akuten Vergiftungs- 
erscheinungen vermeiden und die Stoffwechselsteigerung nimmt einen 
langsameren Verlauf an. Hat aber der Grundumsatz eine bestimmte Héhe 
erreicht, so treten zugleich die allgemeinen Schidigungcen auf. Dieselben 
sind nicht selten stérker ausgeprigt als bei eimer gleich langdauernden 
Behandlung mit getrockneter Schilddriisensubstanz. 

Tabelle VII enthalt einen Kontrollversuch mit Thyroxininjcktion bei 
iiblicher Ernahrung mit Milch und Brot. Nach einwéchentlicher Behandlung 
mit Thyroxin steigt der Grundumsatz um 42 bis 45°, an, das Tier hat 
einen stark beschleunigten Herzschlag und neigt zu SchweiBausbriichen. 
Das Schwitzen ist beim Aufenthalt im Versuchskasten besonders stark. 
Die maximale Stoffwechselsteigerung am SchluB der Thyroxinbe handlung 
betragt 60°. Beachtenswert ist das relativ langsame Abklingen der 
Thyroxinwirkung, denn 9 Tage nach dem Authéren der Thyroxineinspritzung 
ist der Grundumsatz noch um etwa 24% erhéht (Versuch vom 19. De- 
zember). 

Die Parallelversuche mit Thyroxin unter gleichzeitiger Zufuhr von 
vitaminreichen Produkten (Eigelb und Bierhefe) sind in den Tabellen VIII 
und IX vereinigt. Man erkennt die langsame Entwicklung der Stottwechsel- 
steigerung, die bei beiden Tieren nicht so hoch ist wie im Kontrollversuch. 
Wesentlicher ist aber das fast vollstandige Fehlen der Nebenerscheinungen, 
die Tiere schwitzen nicht und zeigen ein ruhigeres Verhalten. Nach Aus- 
setzen der Thyroxinzufuhr kehrt hier in beiden Fillen der Ruheumsatz 
ziemlich rasch zur Norm zuriick. . 

Beweisend sind die an den gleichen Tieren nochmals wiederholten 
Thyroxininjcktionen. Nach einer fast zweimonatlichen Pause wurde die 
Thyroxinbehandlung wieder aufgenommen, diesmal aber unter Weglassen 
der Hefe- und Bigelbzufuhr. Die. Grundkost aus Brot und Milch (und 
gelegentlicher Beigabe von Vegetabilien) blieb aber die gleiche. Beim 
Tier der Tabelle VIIT kommt es nun nach einer siebentagigen Thyroxin- 
zufuhr zu einer Grundumsatzerhéhung von 61% und zu heftigen Ver- 
giftungssymptomen, wihrend bei der erstmaligen Thyroxinbehandlung 
unter Beigabe von Hefe und Eigelb der Grundumsatz nach 7 Versuchstagen 
bloB um 23% erhéht war (vgl. Versuch vom 4. Dezember). Die Neben- 
erscheinungen fehlten. Das gleiche Bild ergibt der Vergleich der Grund- 
umsatzsteigerungen beim Tier der Tabelle IX. Nach 1l3tagiger Thyroxin- 
zufuhr bei der vitaminreichen Hefe-Eigelbkost ist der Grundum:atz um 
30% erhéht (vgl. Versuch vom 11. Dezember). Nach sechstiagiger Thyroxin- 
injektion ohne Hefe und Eigelb betrigt die Grundumsatzerhéhung 51 % 
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210 I. Abelin, M. Knuchel u. W. Spichtin: Ernahrung usw. II. 


und die Nebenerscheinungen sind stark ausgepriigt (vgl. Versuch vom 
26. Februar). 

b) Schilddriisentrockensubstanz. Zu diesen Versuchen wurden zwei 
Tiere von gleichem Wurf und von fast gleichem Kérpergewicht benutzt. 
Das eine Tier erhielt Schilddriisentabletten von Burroughs Wellcome u. Co. 
bei Milch- und Brotnahrung, das andere Tier bekam die gleichen Schild- 
driisenmengen, zugleich aber neben der Milch-Brotkost taglich 3cem Brauerei- 
hefe und 3cem Eigelb. Beim Tier mit der Normalkost steigt der Grund- 


umsatz rapid an und geht bis auf + 112°, hinauf. Beim mit Eigelb und 
Hefe getiitterten Tier betrigt der maximale Grundumsatzwert + 61%, 


es fehlen die schweren Symptome. Nach Unterbrechung der Schilddriisen- 
zufuhr geht bei der Hefe-Eigelbnahrung der Grundumsatz rasch herunter, 
bleibt aber bei Brot-Milchkost noch einige Zeit merklich erhéht. 


Zusammenfassung, 


1. Der hyperthyreotische Zustand ist durch eine abnorme Er- 
hoéhung des Energieumsatzes, zugleich aber durch ein Darniederliegen 
des Aufbaustoffwechsels gekennzeichnet. Diese Stérung des Wieder- 
aufbauvermégens der Zellen kann durch die Art der Ernaihrung er- 
folgreich bekampft werden. Dazu ist u. a. eine weitgehende Mitwirkung 
der Vitamine notwendig. Der thyreotoxische Organabbau fihrt aber 
zu einer Vitaminverarmung des Kérpers. Der Bedarf an Vitamin- 
zutuhr ist somit bei der Hyperthyreose erhéht. 

Durch reichliche Beigabe vitaminreicher Produkte (Lebertran, 
Eigelb, Bierhefe, Tomaten, Karotten, Spinat usw.) gelingt es im Tier- 
versuch, die schidlichen thyreogenen Schadigungen des Zuckerstoff- 
wechsels zu mildern oder fast ganz zu unterdriicken. Zugleich treten 
keine so starken Grundumsatzerhéhungen auf, und die bekannten 
allgemeinen Nebenerscheinungen sind unverkennbar abgeschwacht. 
Als sehr wirksam erwiesen sich neben dem Lebertran das Eigelb und 
die frische Bierhefe. Das A- und B-Vitamin scheint fiir den hyper- 
thyreodisierten Organismus besonders wichtig zu sein, doch wird man 
auf die gleichzeitige Zufuhr der tibrigen Vitamine nicht verzichten 
diirfen. 

2. Erfolgreich erwies sich die Zufuhr des an Fett, an Lipoiden 
und an A-Vitamin reichen Knochenmarks. Selbst bei intensiver Schild- 
driiseneingabe ging dabei die Glykogenbildungsfahigkeit der Leber 
nicht verloren. 

3. Darreichung von Knochenmark erhéht die Glykogenneubildung 
bzw. die Glykogenfixation des Muskels. Trotz Schilddriisendarreichung 
wurden dabei im Muskel iibernormale Mengen neu gebildeten Glykogens 
gefunden. 

In friiheren Versuchen am Normaltier bewirkten Lebertran und 
einige Fettarten ebenfalls eine verstérkte Anhaiufung von Glykogen 
in der Muskulatur. 
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Ernihrung und Schilddriisenwirkung. 


Ill. Mitteilung: 


Uber den Einflu8 bestimmt zusammengesetzter Nahrungsmischungen auf die 
hyperthyreotischen Stoffwechselstérungen. 


Von 


I. Abelin. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 22. September 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Al . 


Eine rationelle, wissenschaftlich begriindete Ernaihrungstherapie 
der Hyperthyreose gibt es bis jetzt nicht, sie scheint aber den tier- 
experimentellen Erfahrungen nach méglich zu sein. Die Ernaihrungs- 
maBnahmen beim Basedow beschrainken sich gewéhnlich auf die Ver- 
ordnung einer lakto-vegetabilischen Didit unter gleichzeitiger starker 
Einschrankung des EiweiBes. Der Leitgedanke der Basedowernihrung 
ist oft ungefahr folgender: Bei der Hyperthyreose ist der Kalorien- 
umsatz erhéht, es muB daher passendes Verbrennungsmaterial in 
erhéhtem Mae zugefiihrt werden. Als leicht zersetzbarer Stoff gilt 
das Kohlenhydrat. Infolgedessen sucht man méglichst viel davon 
einzugeben und, wenn mdéglich, dasselbe noch durch fetthaltige Produkte 
zu erginzen. Die ganze Ernahrung lauft oft auf eine einfache Unter- 
haltung des Feuers, im besten Falle auf eine Nichtvergr6éBerung desselben. 
Wahrend es doch das Ziel der Ernahrungsbehandlung sein mub, den 
flackernden Feuerherd zu unterdriicken, ihn soweit abzuschwichen, 
bis seine Flammen wieder normale Gestalt angenommen haben. 

Wie bereits in den friiheren Mitteilungen erwahnt, fiihren ver- 
schiedene Uberlegungen zur Annahme, da® bei der genuinen und 
experimentellen Hyperthyreose deshalb soviel Stoff oxydiert wird, 
weil von demselben viel zu wenig zuriickbehalten bzw. wiederaufgebaut 
werden kann. Je starker die Schadigung, desto mehr wird verbrannt, 


desto weniger wird abgelagert, desto geringer werden die Reserven, 
desto gefihrlicher wird die Gesamtsituation. Eine wirksame Be- 
kampfung dieses unphysiologischen Zustandes muB erstens von einer 
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Besserung des Aufbauvermégens der Zellen ausgehen. Deshalb muB 
hier der Auswahl der Nahrung eine ganz besondere Aufmerksamkeit 
geschenkt werden. Die viel zu grobe Einteilung in animalische und 
vegetabilische Nahrungsstoffe reicht mit Sicherheit nicht aus. Dieses 
ist nur ein Teil, und ein recht geringer Teil des allgemeinen Ernaihrungs- 
prinzips der Hyperthyreose. Es geniigt auch nicht, bloB irgendeine 
Substanz, deren giinstige Wirkung erkannt wurde, einfach der sonstigen 
Nahrung beizufiigen. Damit wird ebensowenig erzielt, wie wenn man 
den Diabetiker auf dieses oder jenes giinstige Produkt aufmerksam 
macht, seine sonstige Ernahrung aber unberiicksichtigt laBt. Ebenso 
wie beim Diabetes, mu8B auch bei der Hyperthyreose das Gesamtgebiet 
der Nahrungszufuhr sowohl in qualitativer wie in quantitativer Be- 
ziehung sorgfaltig aufgebaut und iiberwacht werden. Auch hier ist 
die Art der Nahrung wichtiger als deren Menge. 


Von den bis jetzt mit den einzelnen Nahrstoffen erzielten Er- 
fahrungen ausgehend, wurde versucht, verschiedene Nahrungs- 
mischungen zusammenzustellen und durch Ausschaltung der einen 
oder anderen Komponente deren Stellung im Rahmen des Gesamt- 
systems klarzulegen. Vorerst sollte nochmals! die Bedeutung des 
Fettes analysiert werden. Es wurde eine sehr fettarme Nahrung gewahlt, 
welche aber die tibrigen notwendigen Bestandteile enthielt (vgl. 
Nahrung I). Die damit gefiitterten Ratten bekamen neben viel Casein 
und Starke reichlich Vitamine in Form von Eigelb, Lebertran, Hefe, 
Gemiisepulver usw. AuBerdem wurde McCollums Salzmischung sowie 
Ca-Lactat beigefiigt. Ein reichlicher Ca-Zusatz hat sich in friiheren 
Versuchen? gut bewahrt. Um eine méglichst eindeutige Wirkung zu 
erzielen, wurde die Schilddriisenfiitterung auf 33 Tage ausgedehnt. 
Eine so langdauernde, unter iiblichen Ernaihrungsbedingungen sehr 
schwer durchzufiihrende Thyreoideabehandlung stellt an den allgemeinen 
Stoffwechsel ganz hohe Anforderungen. Die Tiere haben diesem 
schweren Angriff vollkommen standhalten kénnen. Kein einziges der 
vier Versuchstiere ist an den Folgen der Thyreoideamedikation ein- 
gegangen, wahrend sonst die Ratten nach etwa dreiwéchentlicher 
Schilddriisenzufuhr abzusterben beginnen. Die Grundumsatzsteigerung 
nahm einen milden Verlauf an und entwickelte sich bei drei Tieren 
langsam, beim vierten dagegen ohne Verzégerung. Nach Ausbildung 
des Grundumsatzmaximums fiihrte die ,,Stoffwechselkrise“ (vgl. Mitt. |, 
8.174) eine rasche Besserung herbei. Beim Tier Nr. 23 schlieBt die Grund- 
umsatzerhéhung nach 33tagiger Schilddriisenzufuhr mit + 13,5°,, 
nachdem noch vor 12 Tagen der Ruhestoffwechsel um 100°, erhéht 


1 Vgl. diese Zeitschr. 149, 109, 1924; 174, 232, 1926; 198, 19, 1928. 
2 Vgl. diese Zeitschr. 199, 72, 1928. 
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war. Bei den anderen drei Tieren traten keine so hohen Grundumsatz- 
steigerungen ein, die gut ausgebildete ,,Gegenregulation’ ist auch bei 
ihnen sehr leicht feststellbar. Drei Tiere haben am SchluB der Schild. 
driisenbehandlung ein héheres Kérpergewicht als zu Beginn derselben, 
bei einem Tier trat eine Kérpergewichtsverminderung um bloB 9 g ein. 
Die thyreotoxischen Nebenerscheinungen fehlten so gut wie voll- 
standig (Naheres siehe in den Tabellen I bis IV). 

Am 34. Schilddriisenfiitterungstag wurden die Tiere nach Zucker- 
zufuhr getétet. Die Leber von zwei Tieren vermochte kein Glykogen 
abzulagern, bei den zwei anderen Tieren wurden geringe (0,4) bis 
maBige (0,8 °.,) Glykogenmengen gefunden. Dagegen erlitt die Glykogen- 
bildungsfahigkeit der Muskulatur keine EinbuBe: drei Tiere wiesen 
iibernormale (0,41, 0,40, 0,33 °.,), ein Tier normale Muskelglykogenwerte 
(0,22 °%,) auf. Bei iiblicher Ernahrung fiihrt eine etwa zwei- bis drei- 
wochentliche Schilddriisenbehandlung zu Muskelglykogenwerten von 0,04 
bis 0,1°,. Dieser Befund scheint mir von besonderem Interesse zu sein 
und in dem Sinne zu sprechen, daB, dank der spezifischen Zusammen- 
setzung der Nahrung, der Zuckerumsatz der Muskulatur nicht ge- 
schadigt wurde. Einige Nahrungsbestandteile (Lebertran, Eigelb) fiihrten 
sogar eine erhéhte Glykogenbildungsfaihigkeit des Muskels herbei (vgl. 
Mitteilung II). Im Sinne der oben entwickelten Anschauungen (vgl. 
Mitteilungen I und IT) méchte ich dieser Intaktheit des Muskelglykogens 
eine groBe Bedeutung zuschreiben. Ich vermute, dab in diesem Versuch 
die Hauptentgiftung des Hormoniiberschusses durch die Leber erfolgte. 
Bei vorliegender Ernahrungsart vermochte die Leber diese Aufgabe viel 
langer und ausgiebiger durchzufiihren, als es sonst unter gewéhnlichen 
Bedingungen der Fall ist. Dort dauert dieses ,,Zwischenstadium‘ 
4, 6, 8 Tage, hier bei der besonderen Ernahrung iiber einen Monat. 
Die physiologische ,,Latenzzeit der Schilddriisenwirkung laBt sich 
durch eine geeignete Ernahrungsart von einigen Tagen auf einige Wochen 
ausdehnen. Damit ist aber zugleich ein unverkennbarer Vorteil im 
Kampfe mit der hyperthyreotischen Schaidigung erzielt. 

Die Nahrung II hat fast die gleiche Zusammensetzung wie Nahrung I, 
nur enthalt sie 10°, Olivenél. Zum teilweisen Ausgleich wurden 30°, 
an Stelle von 40°, Casein zugesetzt. Zwei mit dieser Nahrung ge- 
fiitterten Tiere wurden wahrend 35 Tagen mit Schilddriise behandelt 
Die maximale Stoffwechselsteigerung betrug bei einem Tier 45,2”,,, 
beim anderen 47,5 °.,, war also unzweideutig abgeschwacht. Die ,,Gegen- 


regulation’ war sehr ausgesprochen: am letzten Versuchstag ist der 


Grundumsatz beim Tier Nr. 26 um bloB 24,3°,,, beim Tier Nr. 27 um 
24,4°, erhéht. Im Gegensatz zu den mit der fettarmen Nahrung I 
gefiitterten Ratten vermdgen diese beiden Tiere, trotz der iiber einen 
Monat andauernden Schilddriisenbehandlung, normale Glykogenmengen 
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in der Leber abzulagern. Ebenso wie in den friiheren Versuchen ver- 
mochte das Fett die Leber vor dem Verlust der Glykogenablagerungs- 
fahigkeit zu schiitzen und einen normal-physiologischen Ablauf des 
Zuckerstoffwechsels zu gewaéhren. Die Muskelglykogenwerte waren 
ebenfalls normal. Es ist nicht daran zu zweifeln, daB die Aufrecht- 
erhaltung des normalen Glykogenstoffwechsels mit der stark gedampften 
Grundumsatzerhéhung in einem kausalen Zusammenhang steht. Die 
bereits mit der Nahrung I erzielbare Leberschonung wurde durch den 
Fettzusatz verstarkt. 

Die zwei anderen Tiere dieser Versuchsserie, welche nur wahrend 
2 Wochen mit Schilddriise behandelt wurden, weisen nur geringe 
Grundumsatzerhéhungen auf (vgl. Tabellen V und VI). 


Der Eiweifgehalt der beiden benutzten Nahrungsgemische betrug 
30 bzw. 40 ’,, war also bedeutend hoher als unter normalen Bedingungen 
und iiberstieg bei weitem die N-Mengen, welche gewéhnlich dem 
Basedowiker zugefiihrt werden. Bei der menschlichen Hyperthyreose 
wird seit langem eine Enthaltung von Fleischnahrung und eine allgemeine 
starke Einschrankung des NahrungseiweiBes empfohlen. Dafiir traten 
bereits die alteren Kliniker, wie v. Ziemssen!, Th. Rumpf?, F. A. Hoff- 
mann*, Mébius* und viele andere ein. In der v. Noordenschen Klinik in 
Wien haben K. Rudinger®, sowie EL. Pribram und O. Porges® die Frage 
des EiweiBumsatzes beim Basedow eingehender untersucht und dabe 
ebenfalls die ungiinstige Wirkung einer fleischreichen Diait betont 
Einen energetischen Ersatz fiir das fehlende EiweiB soll dem Basedowiker 
die reichliche Kohlenhydratzufuhr liefern. Mit deren Hilfe sucht man 
zugleich den Zerfall von KérpereiweiB zu verhiiten. Die Ursache der 
ungiinstigen Wirkung des FleischeiweiBes auf den Verlauf der Basedow- 
erkrankung ist nicht bekannt Man wei® nicht, ob das Fleisch bereits 
von vornherein schadliche Stoffe enthalt, oder ob dieselben erst wihrend 
der Verdauung gebildet werden. Ebenso ist nicht abgeklart, inwiefern 
bei der Fleischernéhrung das Zuriickdringen der Kohlenhydrate aus 
der Leber eine Rolle spielt’?. Auf jeden Fall laBt sich die nicht seltene 
Verschlimmerung des hyperthyreotischen Zustandes durch reiche Fleisch- 
zufuhr kaum bestreiten. Neuere tierexperimentelle Untersuchungen 


1 ». Ziemssen, Verh. deutsch. Naturf. u. Arzte, 71. Vers. Miinchen 1899. 

2 Th. Rumpf, Zeitschr. f. diat. u. physik. Ther. 4, 25, 2. Teil, 2. Halfte, 
S. 69. 

3 F. A. Hoffmann, v. Loydens Handb., A. Ernihrungstherapie, 2. Aufl., 
8. 400. Leipzig 1903. 

4 Mobius, Nothnagels Handb. 22, 72. 

5 K. Rudinger, Wien. klin. Wochenschr. 21, 1581, 1908. 

6 E. Pribram u. O. Porges, ebendaselbst 21, 1584, 1908. 

7 Vgl. dariiber Mitteilung I, diese Zeitschr. 228, 168, 1930. 
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von £, Abderhalden und E. Wertheimer! sprechen in gleichem Sinne, 
und nach den Angaben von S. und A. Stschedrowitzky und S. A. Seltzer® 
soll es selbst beim gesunden Tier nach Fleischaufnahme zu einer er- 
héhten Thyreoideatatigkeit kommen. 

Trotzdem mit der unerwiinschten Nebenwirkung des Fleisches 
auf die Hyperthyreose unbedingt gerechnet werden muB, darf man sich 
fragen, ob es berechtigt ist, daraus eine generelle Einschrankung bis 
eine fast vollstindige Ausschaltung des EiweiBes abzuleiten. Handelt 
es sich doch um einen unersetzbaren Stoff, auf dessen Zufuhr selbst 
der gesunde Organismus dauernd angewiesen ist. Soll dieses Grund- 
prinzip fiir den Basedowiker mit seinem verstirkten Organabbau, mit 
seinen erhéhten EiweiBverlusten nicht gelten? Wird nicht dadurch 
die Heiltendenz, die Kraftigung der Aufbaubestrebungen des Kérpers 
erheblich geschwicht? Woher soll der Basedowiker das ihm nétige 
Ersatz- und AufbaueiweiB nehmen? 

Gibt man den hyperthyreoidisierten Ratten Fleisch, so gehen sie 
unter raschem Anwachsen des Grundumsatzes schnell ein. Gibt man 
ihnen aber bis zu 40°, Casein und zudem in einer geeigneten Mischung 
mit anderen Ndahrstoffen, so tritt nicht nur kein Schaden, sondern eine 
erhebliche Besserung ein. Diese Verhialtnisse solien nicht ohne weiteres 
auf jeden Basedowfall iibertragen werden. Aber die gemachten tier- 
experimentellen Erfahrungen lassen vermuten, daB in manchen initialen 
Fallen der Basedowerkrankung ein passendes EiweiB (z. B. Casein) 
niitzlich sein kann, besonders wenn seine Verwertungsméglichkeit 
durch Beigabe anderer Stoffe (z. B. Vitamine) erhéht wird. Vielleicht 
wird die Caseinausnutzung auch durch das in der Milch wie in der 
vorliegenden Nahrungsmischung reichlich vorhandene Ca _ gebessert. 
Das Ca kann zudem die im Zellstoffwechsel bei der Caseinverarbeitung 
entstehenden sauren Komponenten neutralisieren. Nach neueren Auf- 
fassungen kénnen aber auch andere Stoffe den Eiweibumsatz giinstig 
beeinflussen. Deren Anwendung kann die Ernihrung der Basedow- 
kranken verbessern und rationeller gestalten. 

Besonderer Nachdruck muB auf die reichliche Vitaminzufuhr ge- 
legt werden. Deren wichtige Rolle im Stoffhaushalt derHyperthyreose 
erhellt unter anderem aus folgender Versuchsanordnung. Es wurde eine 
Nahrung ahnlicher Zusammensetzung wie Nahrung II benutzt, nur wurde 
die ausgedehnte Versorgung mit Vitaminen fallen gelassen. Die Nahrung 
war aber keinesfalls vitaminfrei, denn jedes Tier erhielt 10 ccm unge- 


kochter Sommermilch pro Tag. Zudem waren die Vitamine im rohen 


1 KE. Abderhalden u. E. Wertheimer, Piliigers Arch. 218, 328, 1926; 
216, 697, 1927. 

2S. u. A. Stschedrowitzky u. S. A. Seltzer, Zeitschr. f. exper. Med. 
72. 699, 1930. 
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216 I. Abelin: 


‘asein, im Hafer-, Gersten-, Reismehl usw. vertreten, Wegen der relativ 
reichen Milchzufuhr konnte auf die Beigabe von Ca-Lactat verzichtet 
werden. Die Nahrung hatte folgende Zusammensetzung : 


Dr ae = GD, ok es 6 Be ee Gil oh es sn ED 
SS a ee ee ee ne 

Reis-, Hafer-, Gerstenmehlmischung aa... . 56¢ 

Mc Collums-Salamischung.. . ........ 4¢ 

100 ¢g 


AuBerdem erhielt jedes Tier 10 ccm rohe Milch im Tag. Durch diese 
Nahrung konnte die Schilddriisenwirkung nicht wesentlich abgeschwacht 
werden, Leber und Muskel der dabei hyperthyreoidisierten Tiere ent- 
hielten geringe Glykogenmengen. Die Hyperthyreosesymptome waren 
sehr stark ausgesprochen (vgl. Versuche 251 bis 254 Gl. im exper. Teil). 

Der eine Ernahrungsfehler, d.h. die sonst normale, aber fiir die 
Hyperthyreose ungeniigende Vitaminversorgung, hat die giinstigen 
Wirkungen der anderen Nahrungskomporenten, wie z. B. des Caseins 
oder des Olivend6ls, nicht aufkommen lassen. Es muB daher als besonderer 
Zufall gelten, wenn sich der Basedowiker wirklich rationell ernihren 
kann. Meistens wird es nicht der Fall sein. Wie haufig gesellen sich in 
solchen Fallen zu den bekannten die viel gefahrlicheren unbekannten 
Ernahrungsschaden ! 

Experimentelles. 
1. Gaswechselversuche. 


Die fettarme Nahrung I hatte folgende Zusammensetzung : 


2)” i rn 
PSs. oe On a Sete ee a se Sk ee 
ET ae ae an ee ae ee 5% 
Gemiisepulver (,,Veguva‘‘ Wander)' .... . 6% 
Mec Collums Salzmischung. . ........ 4% 
I tg es ea. es oe eS 5% 


total 100% 

AuBerdem erhielt jedes Tier taglich 0,5 g Trockenhefe Merck und 1,5 ccm 
frisches Eigelb. Die Nahrung darf als sehr eiweiBreich bezeichnet werden. 
Der Kohlenhydratgehalt ist normal, der Fettgehalt ist zu gering. Vom 
5. bis 15. Mai wurde jedem Tier tiaglich 10 g dieser Nahrungsmischung, vom 
16. bis 20. Mai taglich 15 g und vom 21. Mai an tiaglich 20 g gereicht. Ge- 
wohnlich wurde die ganze Nahrungsmenge verzehrt. Der Versuch wurde 
an vier Tieren ausgefiihrt, das Ergebnis ist in den Tabellen I, IT, ITT und TV 
zusammengefaBt. Die wichtigeren Punkte des Gesamtresultats wurden 
bereits oben besprochen. Die Gaswechselerhéhung ist bedeutend tiefer als 
sonst, hauptsiachlich ist aber das schwache Hervortreten bzw. das Fehlen 
der Nebenerscheinungen bemerkenswert. Man beachte in den Tabellen 
die hohen Werte des Muskelglykogens. 

Einige Kontroliversuche mit Schilddriisenbehandlung bei iiblicher Milch-, 
Brot- und Vegetabilienernihrung enthalten die Mitteilungen I und IT dieser 
Abhandlungen; auf deren nochmalige Wiedergabe soll hier verzichtet werden. 


1 Vol. W. Tobler, Schw. med. Wochenschr. 59, 1052, 1930. 
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222 I. Abelin: 


Die Versuchstiere Nr. 24 bis 27 wurden vom 8. bis 25. Mai mit der 
Nahrung I gefiittert, vom 26. Mai an erhielten sie Nahrung IT, welche 
sich von der Nahrung I durch den Gehalt an Olivené! unterscheidet. Die 
Zusammensetzung der Nahrung II ist demnach folgende: 


a 
er ee ee ee ee ae ee ee 5g 
ib ko ee. Mee Se el oe oe 
EE! Ps OS ie aS ee es a ee ee Oe 
Cara ae a eee 
Mc Collums Salzgemisch. . . ....... 4g 


PN S ooo ss a ee ee ee Sele. el ee 
total 100g 


AuBerdem erhielt jedes Tier taglich 0,5 g Trockenhefe Merck und 1,5 cem 
frisches Eigelb. 

Beim Tier Nr. 24 (Tabelle V) bleibt zuerst jeder Stoffwechselerfolg 
der Schilddriisenbehandlung aus, derselbe bleibt auch im Laufe der weiteren 
Hyperthyreoidisation gering. Das Tier Nr. 25 (Tabelle VI) reagiert zuerst 
auf die Schilddriisenzufuhr normal, dann geht aber der Gaswechsel, trotz 
weiterer Thyreoideaeingabe, herunter. Besonderes Interesse verdienen 
die Tabellen VII und VIII. Die Schilddriisenbehandlung dauerte hier 
35 Tage, die Gaswechselerhéhung liegt weit unter der Norm, der Glykogen- 
gehalt der Leber und der Muskulatur ist am SchluB des Versuchs normal. 

Abb. 1 zeigt den Verlauf der Grundumsatzerhéhung bei normaler Er- 
nihrung mit Milch und Brot (A) und bei Fiitterung mit Nahrung II(B). Im 
ersten Falle erkennt man den raschen, ununterbrochenen und steilen An- 
stieg des Grundumsatzes bis zu Werten von + 85, + 90%; im zweiten 
Falle bleibt der Grundumsatz, trotz 32tagiger Schilddriisenbehandlung, 
relativ niedrig. Charakteristisch sind die sich wiederholenden ,,Gegen- 
regulationen“, welche auf jede merkliche Zunahme der Kalorienproduktion 


folgen. 
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Abb. 1. 


Durchsehnittliche Grundumsatzerhéhung nach Schilddriisenzufuhr: 
A) Bei Ernahrung mit Milch und Brot, nebst Vegetabilien 
(4 Tiere). 
B) Bei Fiitterung mit der casein- und vitaminreichen 
Nahrung II (2 Tiere). 
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Ernaéhrung und Schilddriisenwirkung. I11. 229 


2. Glykogenversuche. 


All die giinstigen Erfolge der Nahrung I und II gehen ver- 
loren, sobald ein Teil der Vitamine ausgeschaltet wird. Der Leber- 
tran, das Eigelb, die Hefe und das vitaminreiche Gemiisepulver 
wurden nicht mehr verfiittert, an Stelle davon traten 10 cem 
frischer Sommermilch. Diese an sich reiche Vitaminquelle, die bei der 
Hyperthyreose so vielfach verwendet wird, ist unzureichend, um die 
guten Eigenschaften der Nahrung IV (viel Casein, passendes Kohlen- 
hydrat usw.) hervortreten zu lassen. Die so gefiitterten Tiere reagierten 
auf die Schilddriiseneingabe sehr intensiv. Es wurden folgende Resul- 
tate erzielt. 


Fiitterung mit Nahrung IV 


(Zusammensetzung siehe §. 216). 





Kirpergewicht 


Total mmccin. iain 
injizierte Leber- Muskel- zu am 
Versuch Art der Behandlung Thyroxin- glykogen | glykogen Beginn Schlufi 
Uw iS ee ik eS eee 
der Thyroxin- 
Nr. mg %, 5 behandlung 


251Gl. Am 4.,5.,7.,9., 10., 12. Aug. 
1930 je 0,2 mg Thyroxin, 
am 6., 8., 11. Aug. 1930 
je0,1mg Thyroxin Roche 
subk. Tétung am 13. Aug. 
8Std. nach Eingabe von 
Rohrzucker (1 g auf 100 ¢ 
Kérpergewicht). Vorher 
16Std. Hunger .... 1,5 0,09 0,26 122 | 100 


252Gl.| Wie 251Gl ...... 1,5 0,0 0,23 131 110 
253 Gl. a ics a 1,5 0,38 0,39 130-115 
254 Gl. 7 . Se res 1,5 00 | 0,25 138 133 


Wie man sieht, war in diesen Versuchen die Leber fast durch- 
weg glykogenfrei, die Muskulatur erhielt aber (wahrscheinlich dank 
dem Casein und dem _ Olivenél) normale Glykogenmengen. Dem- 
gegeniiber erwiesen sich die vitaminhaltigen Nahrungsmischungen I 
und II als giinstig wirkend. Trotz starker (bei Nahrung I) und 
iibermaBig starker (bei Nahrung II) Hyperthyreoidisation bildet die 
Leber normale Glykogenmengen. Der Glykogengehalt des Muskels 


Ast ebenfalls normal. Die Normaltiere, welche bei Milch- und Brot- 


nahrung die gleichen Schilddriisenmengen erhielten wie die Ratten 
vom Futter I, lagern nur geringe Leberglykogenmengen ab, im 
Durchschnitt 0,56%. Wichtiger ist die Stérung des Muskelglykogens; 
dasselbe macht bloB die Halfte des normalen Betrages aus (vgl. Ta- 


belle TX B). 
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232 I. Abelin: Ernaihrung und Schilddriisenwirkung. ITI. 


Zusammenfassung. 


1. Die Annabme eines allgemeinen schadlichen Einflusses des 
EiweiBes und besonders der tierischen Proteine auf den Verlauf der 
Hyperthyreose konnte experimentell nicht bestatigt werden. Mit Hilfe 
einer passend zusammengesetzten Nahrung, welche 30 bis 40°, Casein 
enthielt, konnten beim Tier die hyperthyreotischen Erscheinungen 
wirksam bekimpft werden. Trotz 33- bzw. 35tagiger Schilddriisen- 
zufuhr waren die Grundumsatzerhéhungen relativ gering, Leber und 
Muskel vermochten normale Glykogenmengen abzulagern, die Ver- 
giftungssymptome waren bloB schwach ausgepragt oder fehlten voll- 
kommen. 

Der Hyperthyreoidismus mit seinem verstarkten Organabbau und 
mit seinen groBen EiweiBverlusten ist auf die Zufuhr eines passenden 
EiweiBkérpers angewiesen Nur mu8 durch Beigabe von Vitaminen, 
eventuell auch von Ca und von anderen Stoffen fiir eine méglichst 
rationelle Verwertung des EiweiBes gesorgt werden. 

Das FleischeiweiB scheint eine Sonderstellung einzunehmen. 
Nach klinischen und tierexperimentellen Erfahrungen iibt es einen 
ungiinstigen Einflu8 auf den Verlauf der Hyperthyreose aus. 

2. Es konnte erneut festgestellt werden, daB eine bestimmte Menge 
Fett der thyreotoxischen Leberschidigung (besonders in den Anfangs- 
stadien derselben) entgegenzuwirken vermag. Die damit erzielbare 
Besserung der Leberfunktion bedeutet zugleich eine Abschwachung der 
allgemeinen schadlichen Wirkungen eines Schilddriisenhormoniiber- 
schusses. 

Es werden zwei sonst gleich zusammengesetzte Nahrungs- 
mischungen beschrieben, von denen die eine geringe (5°,,), die andere 
gréBere Fettmengen (15°) enthielt. Letztere ergab im Hyperthyreose- 
versuch giinstigere Resultate. 

3. Die Rolle der reichlichen Vitaminversorgung erhellt aus folgendem 
Versuch. Die gleichen Hauptkomponenten der benutzten Nahrung 
erwiesen sich nach Ausschaltung des Lebertrans, des Eigelbs, des 
Gemiisepulvers und der Hefe bedeutend weniger wirksam. Trotz 
tiglicher Beigabe von 10 ccm frischer Sommermilch reagierten die 
damit gefiitterten Tiere auf Thyroxinzufuhr rasch und ziemlich 
intensiv. 

Es ist sehr zweifelhaft, ob mit der iiblichen lakt»-vegetabilischen 
Diat dem hyperthyreoidisierten Kérper wirklich all das, oder selbst 
vieles von dem zugefiihrt wird, was fiir seinen gesteigerten Betriebs- 
und Aufbaustoffwechsel notwendig ist. 
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Thyroxin und Thyreoidea. 


Von 


I. Abelin. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 22. September 1930.) 


Die sehr kurze Zeit seit der Isolierung und der Synthese des Thyroxins 
hat es noch nicht erméglicht, die Beziehungen zwischen dem Thyroxin 
und der Thyreoideafunktion naiher zu studieren. Die hohe Aktivitat 
des Thyroxins und die fast durchgehende Ubereinstimmung dessen 
Wirkung mit den Wirkungen der Gesamtthyreoideasubstanz haben 
viele Autoren dazu veranlaBt, das Thyroxin als das Thyreoideainkret 
anzuerkennen. Die biochemische Frage nach der Natur der Schild- 
driisensekretion wurde durch die physiologisch-pharmakologische Frage 
der Thyroxinwirkung ersetzt. Dieser Standpunkt ist aber unhaltbar 
und fiihrt zu einer Reihe von Widerspriichen. Hochwirksam ist auch 
das Baumannsche Jodothyrin, das Oswaldsche Jodthyreoglobulin, 
die in Séuren unlésliche Thyroxinfraktion von Kendall, sowie einige 
andere, kiinstlich aus der Schilddriise isolierte jodhaltige Produkte. 
Vorlaufig wissen wir nur, daB die Wirksamkeit beim Thyroxin aufhért. 
Das Thyroxin ist das letzte zurzeit bekannte aktive Schilddriisen- 
produkt. Ob es aber das Urprodukt darstellt, ist damit weder gesagt, 
noch bewieseri. Héchstwahrscheinlich ist das nicht der Fall. ‘Thyroxin 
als solches wurde weder in der Schilddriise, noch im Kreislauf, noch 
in den Organen nachgewiesen. Vielmehr kann das Thyroxin aus der 
Thyreoidea nur nach einer Reihe tiefgreifender Spaltungen isoliert 
werden. Je weiter die Hydrolyse fortschreitet, und je mehr von den am 
Thyroxin haftenden EiweiBkomponenten abgespalten wird, desto 
leichter und reiner laBt es sich darstellen. Man ist daher berechtigt 
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anzunehmen, daB das Thyroxin in eiweibartiger Bindung dem Kreis- 
lauf tibergeben wird und daB vielleicht erst an Ort und Stelle 
eine partielle oder weitgehende Aufspaltung des thyroxinhaltigen 
EiweiBkomplexes erfolgt. Es liegen aber auch einige rein experi- 
mentelle Ergebnisse vor, welche die Absonderung eines eiweib- 
artigen aktiven Produktes seitens der Schilddriise wahrscheinlich 
machen. Nach der Auffindung des Thyroxins schien es eine 
Zeitlang, als ob der alte Streit tiber die EiweiB- oder Nicht- 
eiweiBnatur des wirksamen Schilddriisenprinzips endgiiltig — bei- 
gelegt ist. Bald kam aber ein Befund, der die ganze Frage wieder 
aufrollte. L. Hektoen, P. H. Kanai und L. R. Draegstedt!, sowie 
L. Hektoen, A. J. Carlson und R. Schulhof? haben mit Hilfe der 
von ihnen ausgearbeiteten Prazipitinreaktion sowohl im Schilddriisen- 
venenblut wie in der Schilddriisenlymphe Jodthyreoglobulin nach- 
weisen kénnen. 

Da Jodthyreoglobulin in der Schilddriise in groBen Mengen vor- 
handen ist und sich mit Leichtigkeit aus derselben isolieren laBt, be- 
deutet dessen Ubertritt in den Saftestrom nichts Befremdendes. Un- 
beantwortet bleibt dabei die Frage, ob die Abgabe aktiver Jodver- 
bindungen ausschlieBlich in dieser Form oder auch in anderer Gestalt 
erfolgt. Méglicherweise enthalt die Schilddriise neben dem intakten 
Jodthyreoglobulin auch Abbauprodukte desselben, und méglicherweise 
treten auch diese Spaltungsprodukte ins Blut tiber. Daf aber die intra- 
thyreoideale Zerlegung des Jodthyreoglobulins gewéhnlich nicht bis 
zum Thyroxin fortschreitet, daB diese vielmehr auf einer relativ kom- 
plizierten Stufe stehen bleibt und dann in dieser Form in die Zirkulation 
gelangt, darf solange angenommen werden, bis der entgegengesetzte 
Beweis, d.h. die Thyroxinanwesenheit in der Schilddriise und im 
Blut, geliefert ist. 


Man kann sich auch fragen, ob die Auf- und Abbaustufen des 
jodhaltigen SchilddriiseneiweiBes immer die gleichen sind, oder ob 
sie, je nach den Lebens- und Funktionsbedingungen der Thyreoidea, 
verschieden sein kénnen. E.C. Kendall und D.G. Simonson*® haben 
darauf hingewiesen, daB es Schilddriisen gibt, aus denen sich kein 
Thyroxin isolieren 148t. Trotzdem sind aber diese Schilddriisen hoch- 
aktiv. Ebenso weiB man genau, daB die Thyreoidea eine Rethe 
jodhaltiger Verbindungen enthalt, von welchen einige aktiv, andere 


! L. Hektoen, P. H. Kanai u. L. R. Draegstedt, Journ. amer. med. Ass., 
84, 114, 1925. 

2 L. Hektoen, A. Carlson u. Schulhof, Amer. Journ. of Phys. 81, 661, 
1927. 

3 B.C. Kendall u. D. G. Simonson, Journ. of biol. Chem. 80, 357, 1928. 
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inaktiv sind, von welchen einige vollkommen unwirksame, andere 
dagegen sehr aktive Produkte ergeben. Falls das Thyreoideainkret 
tatsichlich in eiweibartiger Bindung dem Kreislauf tibergeben wird, 
kénnen Abweichungen in der Hormonbeschaffenheit sowohl durch die 
Thyroxin- wie durch die Proteinkomponente verursacht werden. Man 
kann zwar z. B. aus einer Pubertaéts- und aus einer Altersschilddriise 
mittels Hydrolyse das nimliche Thyroxin isolieren, aber die chemische 
Beschaffenheit des intra vitam abgesonderten Sekrets ist damit allein 
noch nicht geklart. Die Physiologie kennt ein lehrreiches analoges 
Beispiel. Jede Tierart besitzt ihr spezifisches Hamoglobin. Diese 
Spezifitat scheint aber weniger auf der Natur der eisenhaltigen Farb- 
stoffkomponente als hauptsichlich auf den feineren strukturellen 
Veriinderungen des EiweiBanteils zu beruhen. J. Barcroft' hat 
neverdings hervorgehoben, da das Hamochromogen der ver- 
schiedenen Blutfarbstoffe eine sehr weitgehende Ubereinstimmung, 
das Globin dagegen wahrscheinlich eine Reihe von Variationen 
aufweist. Diese Vermutung wurde letzthin durch EF. G. Schenk? 
bestatigt. Nach den Befunden von FE. G. Schenk besitzt nicht 
nur das Globin der verschiedenen Tierarten, sondern auch das 
menschliche Globin selbst physiologischerweise eine recht wechselnde 
Zusammensetzung. Wie mir scheint, darf auch von einer abso- 
luten, durchgreifenden Identitat des Schilddriisenhormons kaum die 
Rede sein®. 

All dies gilt in noch héherem MaBe fiir die Schilddriisenpathologie. 
Viele Forscher sind darin einig, daB die Funktionstiichtigkeit der ein- 
zelnen Kropfarten nicht ohne weiteres durch einen Mehr- oder Minder- 
gehalt an Thyroxin erklirt werden kann. Es miissen noch andere, 
qualitative Momente hinzukommen. Eine nahere Erforschung des 
intrathyreoidalen Jodumsatzes und eine genauere chemische und 
physiologische Priifung der einzelnen Jodbestandteile des Schild- 
driiseneiweiBes wird vielleicht einmal auch mehr Licht in die bis 
jetzt undurchsichtigen Verhaltnisse der Schilddriisenerkrankungen 
bringen kénnen. 

Obwohl, wie erwahnt, die Wirkung des Thyroxins fast in allen 
Sinzelheiten an die Wirkung der Gesamtschilddriisensubstanz oder 
an die des Jodthyreoglobulins erinnert, gibt es doch zwei nicht tber- 
einstimmende Punkte, auf welche in der Thyroxinliteratur mehrfach 
hingewiesen wurde. Erstens, die gréBere Toxizitat des Thyroxins, die 


1 J. Barcroft, Die Atmungsfunktion des Blutes, Il. Teil, 8S. 41. 
Jul. Springer, Berlin 1929. 

2 E.G. Schenk, Arch. exper. Pathol. u. Pharm. 150, 160, 1930. 

3 Vgl. I. Abelin, Hdb. d. Physiol. XVI/1, 232ff.. 1930. 
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nicht etwa durch eine Uberdosierung erklirt werden kann.  Selbst 
bei gleichem Grundumsatzeffekt sieht man nicht selten beim Thyroxin 
starker ausgesprochene und friiher auftretende Nebenerscheinungen 
als bei der Gesamtthyreoideasubstanz. Ein zweiter Unterschied betrifft 
den Effekt der peroralen Applikation. Schilddriisentrockensubstanz 
sowie Jodthyreoglobulin sind auch bei stomachaler Zufuhr voll wirksam, 
das Thyroxin ist zwar bei parenteraler Eingabe hochaktiv, biiBt aber 
von seiner Wirksamkeit sehr viel ein, sobald es den Magendarmkanal 
passieren muB. Das Thyroxinmolekiil scheint nicht die enterale Re- 
sorptionsform des Schilddriisenhormons zu sein, denn sobald man an 
Stelle des reinen Thyroxins eine Dipeptidbindung desselben verfiittert, 
tritt auch die perorale Wirksamkeit auf. Diese Feststellungen wurden 
neuerdings von C. R. Harington und W. F. Salter gemacht und fiihrten 
diese Forscher zur Annahme, da’ nicht das Thyroxin als solches, 
sondern eine niedere EiweiBform desselben als das spezifische Schild- 
driisenhormon anzusehen ist. Auch EF. C. Kendall? faBt das kristalli- 
sierte Thyroxin als ein Kunstprodukt auf. Intra vitam nimmt er 
die Existenz eines aktiven Thyroxins an, tiber dessen chemische 
Natur allerdings keine niheren Angaben gemacht werden. 


Auf einen weiteren Unterschied zwischen dem Thyroxin und der 
Thyreoidea deuten nachfolgende Versuche hin. In einer friiheren 
Arbeit wurde auf die Ausbildung regulatorischer Vorginge im Laufe 
der experimentellen Hyperthyreose hingewiesen. Um die Argumente 
fiir diese Annahme nicht nochmals auseinanderzusetzen, mag auf 
diese Veréffentlichung hingewiesen werden*. Hier mu8 eine kurze 
Aufzahlung derselben geniigen. 


a) Mit groBer RegelmaBigkeit sieht man bei einer etwas langer- 
dauernden Schilddriisenzufuhr, daB der zuerst stetig anwachsende 
Grundumsatz nach dem Erreichen eines gewissen Maximums (,,Stoff- 
wechselkrise“‘) wieder zu sinken beginnt und sich schlieBlich auf einen 
bestimmten niedrigeren Wert einstellt. 


b) Man erkennt Ahnliches auch beim EiweiBstoffwechsel und 
beim Absinken der spezifisch-dynamischen EiweiBwirkung wahrend 
der ausgedehnten Hyperthyreoidisierung’. Im Zusammenhang 
mit diesem tierexperimentellen Befund wurde in letzter Zeit 
auch von klinischer Seite auf analoge Vorginge beim mensch- 


1 C. R. Harington u. W. F. Salter, Biochem. Journ. 24, 456, 1930. 

2 F.C. Kendall u. D. G. Simonson, Journ. of biol. Chem. 80, 357, 1928. 

3 J. Abelin u. R. Vuille, Endocrinologie 2, 248, 1928. 

4 Vergleiche die friiheren Mitteilungen in dieser Zeitschrift, Bd. 137, 
149, 154. 
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lichen Hyperthyreoidismus hingewiesen (MV, Serejski und S. Jislin’, 
F. Boenheim?*). 

c) Einen lehbrreichen Beleg fiir die Ausbildung einer Stoffwechsel- 
gegenregulation bietet dasVerhalten des Kohlenhydratumsatzes wihrend 
der Schilddriisenbehandlung. Die Leber von mit Thyreoidea behandelten 
Tieren vermag bekanntlich kein Glykogen abzulagern. Es konnte in 
der oben erwihnten Abhandlung gezeigt werden, da diese Schild- 
driisenwirkung, streng genommen, nur fiir die erstmalige Thyreoidea- 
zutuhr gilt. Fiittert man aber Ratten wiederholt mit Schilddriise, 
wobei man zwischen den einzelnen Fiitterungsperioden eine Pause 
von 6 bis 8 bis 10 Wochen einschaltet, so ist bei der zweiten Schild- 
driisenbehandlung die Schadigung des Zuckerstoffwechsels nicht so 
intensiv. Die gleichen Schilddriisenmengen, welche das erstemal die 
Glykogenbildungsfahigkeit der Leber vernichteten, erlauben der Leber 
bei der zweiten Hyperthyreoidisation ansehnliche Glykogenmengen zu 
stapeln. Der Glykogengehalt der Leber kann dann selbst einige Prozent 
betragen und einen erheblichen Teil des Normalwertes ausmachen. 
Der Organismus hat scneinbar im Kampfe mit der Stoffwechselstérung 
ein gewisses Abwehrvermégen gegeniiber dem * adelante ge- 
wonnen und reagiert auf die zweite Hyperthyreoidisation etwas anders 
als auf die erste. Die Abwehr ist keine vollstandige, sie ist aber doch 
nachweisbar und erméglicht dem Tier, geringere Schilddriisenmengen 
ohne so schweren Schaden zu ertragen. 


Fir die Erforschung der gegenseitigen Beziehungen zwischen der 
Schilddriisensubstanz und dem Thyroxin war es von Interesse, das 
Verhalten des Thyroxins bei wiederholter Eingabe zu priifen. Zugleich 
wurde auch das friiher mit der Thyreoideasubstanz erzielte Resultat 
kontrolliert. 

Bei der Ausfiithrung dieser Versuche muB eine Reihe von Faktoren 
beriicksichtigt werden. MaBgebend ist der Grad der ersten und zweiten 
Hyperthyreoidisation, sowie der Zeitabschnitt zwischen der ersten 
und zweiten Schilddriisenfiitterung. Das abweichende Ergebnis von 
E. Abderhalden und E. Wertheimer* beruht meines' Erachtens auf der 
zu kurzen Zwischenzeit zwischen der ersten und zweiten Schilddriisen- 
behandlung, auf der héheren Dosierung der Thyreoideasubstanz, sowie 
vor allem auf der Benutzung von Thyroxin, worauf iibrigens die Autoren 
selbst ausdriicklich hinweisen. In einer jiingst erschienenen Arbeit 
bestatigen auch E. Abderhalden und E. Wertheimer die Tatsache, dab 


1 M. Serejski u. S. Jislin, Zeitschr. f. exper. Med. 69, 321, 1930. 

2 F. Boenheim, Klin. Wochenschr. 9, 496, 1930. 

3 EB. Abderhalden u. E. Wertheimer, Zeitschr. f. exper. Med. 68, 1, 1929. 
4 E. Abderhalden u. E. Wertheimer, Zeitschr. f. exper. Med. 72, 472, 1930. 
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ein bereits mit Thyreoidea vorbehandeltes Tier auf eine erneute Schild- 
driisenzufuhr anders reagiert als ein zum erstenmal hyperthyreo- 
idisiertes Tier. 

Das im nachfolgenden experimentellen Teil naher zu behandelnde 
Gesamtresultat kann wie folgt zusammengefaBt werden: perorale 
Verfiitterung von Schilddriisensubstanz lést im Ké6rper eine gewisse 
Abwehrreaktion aus. Als Folge davon wird eine erneute Hyperthyreo- 
idisation besser ertragen. Geringe oder mittlere Schilddriisenmengen, 
welche im erstmaligen Versuch fast ausnahmslos eine Aufhebung 
der Glykogenfunktion der Leber bewirken, fiihren bei der zweit- 
maligen Zufuhr keine so schweren Schidigungen hervor und _ er- 
lauben der Leber gewisse (nicht selten recht grobe) Glykogenmengen 
abzulagern. 

Anders verhalt sich das Thyroxin: es wirkt bei der wiederholten 
Zufuhr ebenso stark und ebenso schiadlich wie zum erstenmal. In 
allen Fallen (mit Ausnahme eines Versuchs) vermochte die Leber bei 
der zweitmaligen Thyroxinzufuhr ebensowenig Glykogen zu _ stapeln 
wie bei der vorangehenden Thyroxinbehandlung. 

Dieser Unterschied scheint mir in ursaéchlichem Zusammenhang 
mit der Hormonsekretion und dem Hormonchemismus zu_ stehen. 
Das verfiitterte Schilddriisengewebe sowie das sezernierte Schild- 
driisenhormon gelangen héchstwahrscheinlich in eiweiBartiger Form 
in den Kreislauf. Sie sind, unseren allgemeinen immunologischen 
Kenntnissen nach, imstande, als Antigen aufzutreten und eine Abwehr 
des Kérpers einzuleiten. Diese Momente diirfen auch bei der nicht so 
seltenen spontanen Heilung der menschlichen Hyperthyreose eine 
gewisse Rolle spielen. Dem reinen Thyroxin scheint dagegen die Fahig- 
keit der Auslésung von aktiven Gegenregulationen gréBtenteils zu 
fehlen. Ich bin geneigt, die so haufig auftretenden mehr oder weniger 
schweren Vergiftungserscheinungen nach Thyroxineingabe zum Teil 
durch das ungeniigende Vermégen des Kérpers, diesen fremden hoch- 
wirksamen Stoff zu verarbeiten und inaktiv zu machen, zu erklaren. 
Die gréBere Toxizitat des Thyroxins ist nicht etwa bloB Folge einer 
gréBeren physiologischen Wirksamkeit desselben: selbst bei gleichem 
oder sogar bei vermindertem Stoffwechseleffekt lést Thyroxin starkere 
Nebensymptome als etwa eine gleich aktive Menge getrockneter Schild- 
driisensubstanz aus. 


Experimentelles. 


A. Glykogenversuche. 


Zu den Versuchen wurden ausschlieBlich miannliche Ratten benutzt. 
Dieselben wurden taglich wahrend 6 bis 9 Tagen mit Schilddriisensubstanz 
bzw. mit Thyroxin behandelt. Darauf wurde die Schilddriisendarreichung 
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wiahrend 2 bis 3 Monaten unterbrochen und die Tiere inzwischen wie iiblich 
mit Milch und Brot unter gelegentlicher Beigabe von Vegetabilien gefiittert. 
Wihrend der Zwischenzeit blieben die Tiere in dem gleichen Versuchsraum. 
Nach der abermaligen Hyperthyreoidisation, die ebenfalls 6 bis 9 Tage 
dauerte, wurde den Tieren eine bekannte Menge Rohrzucker eingegeben. 
Darauf wurden Leber und Muskel auf ihren Glykogengehalt analysiert. 


a) Schilddriisensubstanz. Tabelle I enthalt eine Reihe solcher zu ver- 
schiedenen Zeiten durchgefiihrter Versuche. Mit einer Ausnahme (Nr. 181 GI.) 
enthielt die Leber tiberall ansehnliche Glykogenmengen und in den Ver- 
suchen 244 GI., 245 GL, 171 Gl, 180 GI. sind die Glykogenwerte, trotz 
Verfiitterung von 1100 bis 1300 mg Schilddriisentabletten Wellcome, durch- 
aus normal. Nach einer erstmaligen Schilddriisenfiitterung habe ich solche 
Glykogenmengen nicht gefunden. In den tibrigen Versuchen (238 G1., 
239 Gl., 240 GI., 179 GI.) schwankt der Glykogengehalt der Leber zwischen 
0,80 und 1,66%, macht somit '/, bis ?/, des normalen Glykogenvorrats der 
Rattenleber aus. Eines Hinweises wert sind ferner die hohen Muskel- 
glykogenwerte der Versuchstiere Nr. 244 und 245 Gl. 


Gegeniiber einer zu starken zweiten Hyperthyreoidisation versagt die 
erworbene Abwehrkraft. In den Versuchen 217 bis 219 Gl. wurde zum 
zweiten Male ziemlich viel von der Schilddriisentablettensubstanz Wellcome 
verfiittert. Die Leber vermochte kein Glykogen zu bilden, dagegen waren 
die Werte des Muskelglykogens relativ hoch. Bei so hohen Schilddriisen. 
mengen findet man gew6hnlich die Halfte oder ein Drittel dieser Werte. 
Ma8gebend und noch nicht ganz abgeklart ist die Technik derartiger Ver- 
suche. Es kommt wesentlich auf die Dauer und den Grad der ersten und 
der nachfolgenden Hyperthyreoidisationen an. Lehrreich sind z. B. die 
Versuche 171, 179, 180 Gl. (Tabelle I). Hier ergibt die zweite Schilddriisen- 
behandlung gar keine Abschwachung der physiologischen Glykogen- 
funktion der Leber, der Glykogenwert ist normal oder sogar erhéht. Man 
erkennt aber aus der Tabelle 1, daB dieses Tier zum ersten Male stirker als 
alle iibrigen Tiere hyperthyreoidisiert wurde: jedes Tier erhielt im Laufe 
von 15 Tagen 3000 mg Schilddriisentabletten. Der Ansporn zur Abwehr 
war sehr stark, die Reaktion auf die nochmalige Schilddriisenzufuhr deshalb 
unverkennbar abgeschwiacht. Selbstredend ist auch das Ausma8 der zweiten 
Hyperthyreoidisation von groBer Bedeutung. Eine Ausnahme bildet das 
Tier Nr. 181 Gl. 

b) Thyroxin. Vergleicht man die Ergebnisse der Tabelle I mit denen 
der Tabelle II, so fallt sofort auf, daB selbst nach wiederholter Thyroxin- 
zufuhr die Leber kein Glykogen abzulagern vermag. Nur in einem Falle 
enthalt die Leber 0,7 % Glykogen, sonst bewegen sich die Zahlen zwischen 
0,0 und 0,27 %. Auch die Muskelglykogenwerte sind in den Versuchen 228 Gl., 
229 GI., 231 Gl., 236 Gl. niedriger als normal. Nach Verfiitterung von 
Schilddriisenpulver wurden durchwegs normale und in einigen Fallen 
iibernormale Glykogenzahlen gefunden (vgl. Tabelle I). 


Es mag noch auf die ,,Wachstumswirkung“ der Schilddriisentrocken- 
substanz bzw. des Thyroxins hingewiesen werden. Ein Vergleich der 
Gewichtszahlen der Ratten bei der erst- und zweitmaligen Hyperthyreo- 
idisation zeigt die rasche Zunahme der KérpermaBe. Diese Erscheinung 
wird regelmaBig angetroffen; einmal hyperthyreoidisierte Ratten haben 
gewohnlich ein héheres Kérpergewicht als die gleichalten und _ gleich- 
ernahrten Kontrolltiere. 
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248 I. Abelin: 


B. Gaswechselversuche. 

Der Gaswechselversuch spricht ebenfalls gegen irgendeine ,,Thyroxin- 
immunitiat‘. Die Tabelle IIT ent halt die bei der ersten und zweiten Thyroxin- 
behandlung gewonnenen Resultate. Nach fiin'maliger Thyroxininjektion 
steigt das erstemal der Grundumsatz um 29%, bei der zweitmaligen 
Thyroxinbehandlung fiihrt bereits eine dreimalige Injektion des Praparats 
zu einer Grundumsatzerhéhung von 46°. Der maximale Anstieg des Ruhe- 
umsatzes wihrend der 15 Tage andauernden Thyroxininjektion betragt 
in der ersten Periode 53%. Die sechstaigige Thyroxineinspritzung ergibt 
in der zweiten Periode eine Grundumsatzzunahme von 68%. Zugleich 
sind auch die Nebenerscheinungen stark ausgebildet. 

Tabelle TV enthalt zwei weitere Versuchsreihen mit Thyroxin. Nach 
einer zweitigigen Thyroxinbehandlung trat zum erstenmal keine Grund- 
umsatzerhéhung ein. Bei der nach einer etwa zehnwéchentlichen Pause 
wieder aufgenommenen Thyroxinzufuhr reagiert das Tier bereits auf die 
erste Injektion mit einer Grundumsatzsteigerung von 18,8%. Die Ein- 
spritzung von insgesamt 0,6mg Thyroxin bewirkt bei der erstmaligen 
Behandlung eine Grundumsatzerhéhung von 20,6%, bei der zweitmaligen 
Behandlung eine solche von 50%. Im ersten Falle waren in diesem Stadium 
die Nebenerscheinungen noch nicht so stark ausgebildet, im zweiten Falle 
dagegen voll ausgeprigt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird auf einen Unterschied in der Wirkung der Thyreoidea- 
vollsubstanz und des Thyroxins hingewiesen. Das SchilddriiseneiweiB 
vermag gewisse Abwehrreaktionen seitens des Organismus auszuldsen, 
welche aber nach Thyroxininjektionen nicht auftreten. Diese Schutz- 
regulationen lassen sich unter anderem am Kohlenhydratstoffwechsel 
der Leber mit Hilfe folgender Versuchsanordnung verfolgen. Man 
behandelt Ratten wahrend 8 bis 10 Tagen oder langer mit getrocknetem 
Schilddriisengewebe oder mit Thyroxin. Dann folgt eine Pause von 
2 bis 3 Monaten. Bei der darauf wiederholten Hyperthyreoidisation 
laBt sich feststellen, daB kleinere und mittlere Schilddriiseneiweib- 
mengen besser ertragen werden als zum erstenmal. Die Leber der zum 
zweitenmal mit nicht zu tibermaBig groBen Thyreoideamengen be- 
handelten Ratten vermag sehr haufig recht erhebliche Glykogen- 
mengen abzulagern, wahrend die gleichen Schilddriisenquantitaten, 
zum erstenmal verfiittert, die Glykogenanhaufung meist restlos unter- 
drucken. 

Beim Thyroxin lieB sich diese Regulation nicht nachweisen: sowohl 
die erst- wie die zweitmalige Thyroxinbehandlung fiihrte zu einem 
Unvermégen der Leber, dargereichtes Kohlenhydrat als Glykogen 
zuriickzuhalten. 

2. In zwei Gaswechselversuchsreihen wurde bei der zweit- 
maligen Thyroxinbehandlung (mit einer Zwischenpause von tber 
2 Monaten) eine schneller einsetzende und starker ausgesprochene 
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Grundumsatzerhéhung festgestellt als bei der erstmaligen Thyroxin- 
zufuhr. 

3. Es wird vermutet, daB die héhere Giftigkeit des Thyroxins 
sowie der ausgepragtere Charakter der Nebenerscheinungen desselben, 
auf der ungeniigenden Anpassungsfaihigkeit des Organismus an dieses 
Hormonbruchstiick beruhen. Gegeniiber dem Schilddriiseneiweib 
scheint dagegen der Kérper eine erworbene und experimentell zu 
steigernde Resistenz zu besitzen. 

In diesem Zusammenhang werden die neueren Ergebnisse von 
Hektoen, Schulhof und Carlson und von C. R. Harrington besprochen, 
wonach nicht reines Thyroxin, sondern eine Thyroxin-EiweiBverbindung 
(bzw. Jodthyreoglobulin) in den Blutkreislauf gelangt. 
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Uber den Einflu6 der Schilddriisensubstanzen auf den 
Gesamtkreatiningehalt der Leber und des Muskels. 


Von 
I. Abelin und W. Spichtin. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 22. September 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


W.Cramer und Krause, sowie M. Parhon haben nachgewiesen, 
daB durch tibermaBige Schilddriisenzufuhr der Glykogenstoffwechsel 
der Leber und des Muskels starke Veranderungen erleidet. Beide 
Organe verarmen an Glykogen und sind nicht imstande, dasselbe ab- 
zulagern. Daraus ergibt sich eine Reihe von Stoffwechselschadigungen, 
welche den Chemismus und Mechanismus der Organfunktion beein- 
trachtigen. Das Glykogen ist eine der wichtigsten Betriebssubstanzen 
des Muskels. Mangel an Glykogen setzt die physiologische Leistungs- 
fahigkeit des Muskelapparats herab. Die rasche Ermiidbarkeit ist ein 
fast nie fehlendes Symptom der menschlichen oder tierischen Hyper- 
thyreose, und neuere Untersuchungen von W. M. Boothby}, von 
L. Asher und G. Curtis?, F. Kisch? u. v. a. haben den undkonomischen 
Verlauf des hyperthyreotischen Arbeitsstoffwechsels klargelegt. Die 
gebildete Milchséure kann nicht so rasch zu Glykogen synthetisiert 
bzw. in anderer Weise physiologisch verarbeitet werden, sie hauft 
sich an und tritt ins Blut ir. erhéhter Menge iiber (H.Zondek und 
W. Bansi*, K. Dresel und F. Himmelweit). 


s 


1 W. M. Boothby, Physiol. Rev. 4, 69, 1924. 

2 LL. Asher u. G. Curtis, diese Zeitschr. 164, 97, 1925. 

3 F. Kisch, Klin. Wochenschr. 5, 697, 1926. 

4 H. Zondeck u. W. Bansi, Zeitschr. f. klin. Med. 110, 633, 1929; 
Deutsch. med. Wochenschr. 55, 345, 347, 1929. 

5 K. Dresel u. F. Himmelweit, Zeitschr. f. klin. Med. 112, 528, 1930. 
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Noch vor kurzem war man geneigt, den gesamten komplizierten 
Vorgang der Muskelkontraktion und der Muskelerschlaffung auf die 
gekoppelte Reaktion Milchsiure = Glykogen zuriickzufiihren. Heut- 
zutage weiB man, daB hier eine Kette von chemischen Prozessen ver- 
wickelt ist, einzelne Glieder dieser Kette sind bereits gut erforscht. 
Als eine bedeutungsvolle Reaktion gilt neuerdings die von Fiske und 
Subbarow, von Eggleton sowie von der Embdenschen und der Meyerhof- 
schen Schule aufgedeckte Zerlegung und Bildung des Phosphorkreatins. 
Es scheint fast, als ob nicht die Milchséure, sondern das Phosphor- 
kreatin die eigentliche Kontraktionssubstanz darstellt. Aufgabe der 
Milchsaure soll es sein, nicht die Verkiirzung, sondern die Erschlaffung 
der Muskulatur einzuleiten und den Wiederaufbau des Phosphorkreatins 
vorzubereiten. (G. Embden!, Lundsgaard?). Doch ist die wahre Rolle 
der Milchséure noch nicht abgeklart. 

Beim hyperthyreotischen Stoffwechsel waren folgende Mdéglich- 
keiten denkbar: es kénnte als Kompensation der Kohlenhydratstérung 
ein vermehrter Auf- und Abbau des Phosphorkreatins auftreten; oder 
aber es kénnte der Kreatinumsatz ebenso wie die iibrigen Stoffwechsel- 
abschnitte stark geschidigt sein. SchlieBlich kénnte der Kreatin- 
Kreatininstoffwechsel unverandert bleiben. 

Letztere Voraussetzung diirfte zwar von vornherein ausgeschaltet 
werden, denn es ist seit langem bekannt, daB der Basedowiker sowie 
das hyperthyreoidisierte Tier recht haufig Kreatinurien aufweisen*® 
und daB mit der Besserung des allgemeinen Zustandes die Kreatin- 
ausscheidung aufhért. Die naihere Ursache dieser Abweichung ist 
nicht bekannt, sie steht aber héchstwahrscheinlich mit der Stérung 
des Zuckerstoffwechsels im Zusammenhang. Mangel an Kohlenhydrat 
oder Beeintrachtigung des Kohlenhydratumsatzes veranlassen haufig 
einen Ubertritt von Kreatin in den Harn. Darauf wird gewoéhnlich die 
Hungerkreatinurie (Cathcart*), die Adrenalinkreatinurie (7'suji), die 
Phlorrhizinkreatinurie (Benedict und Osterberg®),- die Kreatinaus- 
scheidung beim experimentellen Pankreasdiabetes (Rose’), sowie beim 
schweren menschlichen Diabetes (Schaffer® u. a.) zuriickgefiihrt. Eine 
aihnliche Stérung des Kohlkenhydratstoffwechsels liegt beim Hyper- 


1 G. Embden, Klin. Wochenschr. 9, 1337, 1930. 

2 Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 1, 8, 1930. 

3 Scholz, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Ther. 2, 1905; R. A. Krause u. 
W. Cramer, Journ. of Physiol. 44, 23, 1912; H. Beumer u. C. Iseke, Wochen- 
schrift f. Kinderheilkde. 21, 337, 1921. 

4 BE. P. Cathcart, Journ. of Physiol. 39, 311, 1909. 

5 K. Tsuji, Biochem. Journ. 9, 449, 1915. 
S. R. Benedict u. E. Osterberg, Journ. of biol. Chem. 18, 195, 1914. 
W.C. Rose, ebendaselbst 26, 331, 1916. 
P. Schaffer, Amer. Journ. of Physiol. 28, 1, 1908. 
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thyreoidismus vor, wo mit einer starken Glykogenverarmung gerechnet 
werden darf. Wie in den anderen oben aufgezéhiten Fallen, veranlaBt 
scheinbar die Glykogenarmut auch bei der Hyperthyreose eine ver- 
mehrte Kreatinabsonderung, waihrend normalerweise das Kreatin 
zuruckgehalten wird und nur das Kreatinin zur Ausscheidung gelangt. 

Zur weiteren Erforschung der Beziehungen des Schilddriisen- 
hormons zum Kreatin-Kreatininstoffwechsel wurden Kreatininbestim- 
mungen an der Leber und an den Muskeln von hyperthyreoidisierten 
Ratten vorgenommen. Die Versuche tragen einen orientierenden 
Charakter und sollen bloB als Unterlage fiir weitere Arbeiten dienen. 
Irgendwelche Schliisse tiber den Ablauf des Phosphorkreatinumsatzes 
kénnen daraus nicht gezogen werden. Soviel aber ist sicher, daB der 
Kreatin-Kreatininstoffwechsel des mit Schilddriise behandelten Tieres 
die allgemeinen Kennzeichen des thyreotoxischen Stoffwechsels auf- 
weist: Verlust der Reserven und, wie es scheint, ein Unvermégen des 
richtigen Ersatzes derselben. Also ein ahnliches Verhalten, wie es beim 
Glykogen, Fett, Wasserstoffwechsel usw. gefunden wurde. Mit dem 
Grade der Hyperthyreoidisation steigt auch die Abnahme an Leber- 
und Muskelkreatinin. Bei etwas langer dauernder Schilddriisenfiitterung 
gehen 50 bis 70°, des Gesamtkreatinins der Leber und des Muskels 
verloren. Eine so intensive Verminderung des Gesamtkreatinins be- 
deutet natiirlich bei den minimalen Glykogenmengen und bei der 
starken Fetteinschmelzung eine weitere grundlegende Beeintrachtigung 
des Leber- und Muskelchemismus. Ebenso wie beim Glykogen zeigt 
sich auch beim Gesamtkreatinin, daB die Leber auf die Schilddriisen- 
zufuhr rascher und intensiver reagiert als der quergestreifte Muskel. 
Die Muskulatur scheint hauptsachlich sekundar in den Vorgang hinein- 
bezogen zu werden. 


Experimentelles. 


Die Bestimmung des Gesamtkreatinins erfolgte nach den Angaben 
von W.C. Rose, O. M. Helmar und A. Chanutin'. Etwa 1g Leber oder 
Muskel wurde genau abgewogen, in einen Kolben iibergefiithrt und mit 
20 cem doppelt-normaler Schwefelsiure tibergossen. Der Kolben wurde 
mit Zinnfolie bedeckt und waihrend 1 Stunde im Autoklaven erhitzt. Darauf 
wurde abgekiihlt, etwas destilliertes Wasser zugegeben, mit etwa 18 ccm 
8%iger Natronlauge und mit 5cem 10%iger Natriumwolframatlésung 
versetzt. Die Lésung mu8 noch schwach kongosauer reagieren. Nach 
kraftigem Schiitteln wurde auf 100 cem aufgefiillt und nach 5 Minuten 
filtriert. 10 ecm des klaren Filtrats wurden mit 15 ccm destillierten Wassers 
verdiinnt, mit 5 ccm alkalischer Pikratlésung versetzt und kolorimetriert 
(Duboseq). Die alkalische Pikratlésung wurde durch Vermischen von 25 eem 
gesittigter Pikrinséiurelésung mit 5 ccm 10° iger Natronlauge hergestellt. 


1 W.C. Rose, O. M. Helmar u. A. Chanutin, Journ. of biol. Chem. 75, 
543, 1927. 
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Eine richtige, gut vergleichbare Farbung erhalt man nur bei Anwendung 
von ganz reiner Pikrinséure. Aus diesem Grunde wurde die reinste kéufliche 
Pikrinséure nach den Angaben von S. R. Benedict! wie folgt umkristallisiert . 
In einer Porzellanschale wurden 1200 ccm destillierten Wassers erhitzt 
und darin 50g wasserfreies Natriumcarbonat aufgelést. Zu der Lésung 
werden unter Umriihren 100g Pikrinséiure zugesetzt, die Flamme entfernt 
und die gelbe Lésung filtriert. Beim Stehen tiber Nacht trat eine massige 
Kristallisation ein. Nach dem Abfiltrieren wurden die Kristalle getrocknet, 
mit 400cem 10°%iger Natriumchloridlésung gewaschen und wieder ge- 
trocknet. Die so behandelte Kristallmasse wurde in eine trockene Porzellan- 
schale gebracht und mit 100 cem verdiinnter Salzsiure verrieben. Darauf 
wurde wieder abfiltriert und mit 1 Liter destillierten Wassers in kleinen 
Portionen gewaschen. Die so gereinigte Pikrinsiure wurde nach dem 
Trocknen bei 90° gepulvert und gut verschlossen im Dunkeln aufbewahrt. 


Die erzielten Resultate sind in vorstehender Tabelle zusammen- 
gestellt. An fiinf Tieren wurde zuerst der normale durchschnittliche 
Kreatin-Kreatiningehalt der Leber und des Muskels ermittelt. Derselbe 
betragt 23,06 mg-°., bei der Leber und 332,95 mg-°., beim Muskel. 


Eine finftigige Fiitterung mit kleineren Schilddriisenmengen 
geniigt bereits, um den Gesamtkreatininvorrat der Leber um iiber 50°, 
und den des Muskels um rund 30°), zu erniedrigen. Die Zuckereingabe 
kann den Verlust an Gesamtkreatinin nicht verhindern, denn beim 
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Durchschnittlicher Gehalt der Ratten- 

muskulatur an Gesamtkreatinin beim 

normalen und beim hyperthyreoidisierten 
Tier. 


Durchschnittlicher Gehalt der Rattenleber 
an Gesamtkreatinin beim normalen und 
beim hyperthyreoidisierten Tier. 


1 §. R. Benedict, Journ. biol. Chem. 82, 5, 1929. 
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hyperthyreoidisierten Tier wird das Kohlenhydrat nur ungeniigend in 
Giykogen umgewandelt. Darauf scheint es aber beim Kreatin-Kreatinin- 
umsatz hauptsachlich anzukommen. 

Bei ausgedehnter Schilddriisenbehandlung kommt es zu schweren 
Verlusten nicht nur an Leber-, sondern auch an Muskelgesamtkreatinin. 
Nach Verfiitterung von 2200 mg Schilddriisentabletten Wellcome inner- 
halb von 8 Tagen verlieren z. B. Leber und Muskel zwei Drittel ihres 
physiologischen Vorrats an Gesamtkreatinin (vgl. Abb. 1 und 2). 


Zusammenfassung, 


Fiitterung mit Schilddriisensubstanz verursacht bei Ratten eine 
starke Verminderung des Gesamtkreatinins in der Leber und in der 
quergestreiften Muskulatur. Bei dem fast vollstaéndigen Fehlen des 
Glykogens und bei der starken Fettverarmung des Kérpers bedeutet 
dieser hohe Verlust an Kreatin-Kreatinin eine weitere schwere Be- 
eintrachtigung des hyperthyreotischen Stoffwechsels. 
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Notiz iiber den Stoffwechsel der Tumoren. 


Von 


Otto Warburg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 13. Oktober 1930.) 


Geben Zellen zugrunde, so sinkt ihre Atmung, ehe ihre glykolytische 
Wirksamkeit sinkt. Deshalb tritt beim Absterben von Zellen eine 
Phase auf, in der sie aerob glykolysieren. Ein Beispiel ist die Um- 
bildung des Linsenepithels! in Stiitzgewebe, wahrscheinlich auch die 
Bildung der Lederhaut, der Haare und der Nagel. Das ilteste von 
Claude Bernard entdeckte Beispiel ist die aerobe Glykolyse der Saéuge- 
tiererythrocyten, die mit dem Verlust ihres Kerns ihre Atmung verlieren. 

Nicht nur in absterbenden Kérperzellen findet man aerobe Gly- 
kolyse. Erstickt man embryonales Gewebe, so wird die Sauerstoff- 
atmung irreversibel geschaidigt, wahrend die glykolytische Wirksamkeit 
unverandert bleiben kann”. Die Folge ist ein Stoffwechsel vom Typus 
des Tumorstoffwechsels. Trotzdem ist durch die Erstickung des em- 
bryonalen Gewebes kein Tumorgewebe entstanden. Einem Tier unter 
die Haut geimpft, geht ersticktes embryonales Gewebe entweder zu- 
grunde oder es bilden sich Teratome, das sind geordnet wachsende 
Gewebe (Haut, Zahne, Darm), die nur dadurch tumorahnlich erscheinen, 
da8B sie an Stellen wachsen, wo sie nicht hingehéren. Offenbar ver- 
schwindet hier im Laufe der auf die Schaidigung folgenden Zellteilungen 
die Schidigung der Atmung. 


Im ganzen kann eine Atmungsschadigung dreierlei Folgen haben: 

1. Die Zellen gehen zugrunde. 

2. Die Zellen wachsen und teilen sich weiter, zunachst ungeordnet, 
wahrend sie aerob glykolysieren. Verschwindet im Laufe der auf die 
Schadigung folgenden Teilungen die aerobe Glykolyse, so verschwindet 
auch das ungeordnete Wachstum (Fall der Granulome). 


! Diese Zeitschr. 197, 175, 1928. 
2 Ebendaselbst 152, 309, 1924. 
Biochemische Zeitschrift Band 228. 17 
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3. Die Zellen wachsen und teilen sich weiter, aber die Schadigung 
der Atmung verschwindet nicht im Laufe der folgenden Zellteilungen, 
die Schidigung der Atmung wird vielmehr von Zellteilung zu Zell- 
teilung vererbt (Fall der Tumoren). 

Wesentlich fiir die Entstehung der Tumoren ist also nicht nur, 
daB bei einer Schadigung der Atmung die Teilungsfahigkeit der Zellen 
erhalten bleibt, sondern auch, daB die Schadigung der Atmung von 
Zellteilung zu Zellteilung vererbt wird. 

Dies ist sachlich nicht neu, sondern nur eine Zusammenfassung 
der seit 1924* bekannten Tatsachen. Trotzdem ist es niitzlich, den 
Gesichtspunkt hervorzuheben, daB die Schidigung der Atmung von 
Teilung zu Teilung vererbbar sein muB. Die Frage, ob die Anlage zur 
Tumorbildung von den Eltern vererbt werden kann, hat mit der Ver- 
erbbarkeit, von der hier die Rede ist, nichts zu tun. 

Beriicksichtigt man, daB in Tumoren die geschadigte Atmung 
von Teilung zu Teilung vererbt wird, so sieht man, daB es zur Heilung 
von Tumorzellen nicht geniigt, ihre Atmung wieder herzustellen. 
Vielmehr mu die wiederhergestellte Atmung in allen folgenden Zell- 
teilungen beibehalten werden. 


* Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 























Versuche zur biochemischen Darstellung 
von optisch-aktivem Glycerinaldehyd. 


Von 


C. Neuberg. Berlin- Dahlen. 


Die optisch-aktiven Formen des Glycerinaldehyds, die .4. Wohl 
und Fr. Momber! entdeckt haben, sind schwer zugianglich. Auf bio- 
chemischem Wege ist ihre Bereitung bisher nicht gegliickt. Die fiir die 
girfahigen Hexosen anwendbare Methode -- Beseitigung der d-Kom- 
ponente mittels Hefe, welche die 1-Modifikation nicht angreift — scheitert 
bei der racemischen Aldotriose, da sie bisher nicht oder nur spurenhaft 
vergoren werden konnte. In vielen Fallen gelingt eine Zerlegung von 
Racematen mit Hilfe von Bakterien. Gerade die zum Glycerinaldehyd 
gehérige d, 1-Glycerinsdure ist auf diese Weise schon vor vielen Jahren 
gespalten worden; dabei wurde die rechtsdrehende (in ihren Salzen 
linksdrehende) Glycerinsaéure aus der d, l-Verbindung von P. F.. Frank- 
land und W. Frew* gewonnen, waihrend unter dem EinfluB des dazu 
benutzten Bac. aethaceticus ihr Antipode in Essigsiure, Ameisensiure, 
Alkohol und andere Produkte iiberging, Substanzen, die mittels Faulnis- 
bakterien noch friher F. Hoppe-Seyler* aus Glycerinséiure erhalten 
hatte. Auch das Reduktionsprodukt des Glycerinaldehyds, das Gly- 
cerin, ist durch zahlreiche Bakterien leicht vergarbar. Fir den Gly- 
cerinaldehyd selbst liegt bereits die Angabe vor, daB er von Bazillen 
der Coli-Typhus-Gruppe umgesetzt wird. Diese Feststellung verdankt 
man W.C. de Graaff und A.J. Le Févre*; die hollaéndischen Forscher 
haben gezeigt, daB der 3-Kohlenstoffzucker unter Einwirkung der ge- 
nannten Erreger Acetaldehyd, Essigsiure, Kohlendioxyd und Wasser- 


1 4. Wohl u. Fr. Momber, B. 47, 3346, 1914; 50, 455, 1917. 

2 P. F. Frankland u. W. Frew, Soc. 59, 96, 1891. 

3’ F. Hoppe-Seyler, H. 2, 10, 1878. 

4 W.C. de Graaff u. A. J. Le Feévre, diese Zeitschrift 155, 313, 1925: 
vgl. hierzu auch die unter A. J. Kluyvers Leitung entstandene Dissertation 
von H. R. Braak, (Delft 1928), der unter anderen noch Ameisensiure und 
Bernsteinséure auffand. 
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stoff liefert und daB die gleichen Stoffe unter denselben Bedingungen 
auch aus Glycerinséiure sowie Glycerin gebildet werden. 

Bei dieser Sachlage schien der Versuch nicht aussichtslos, mit 
Bakterien zu optisch-aktivem Glycerinaldehyd zu gelangen. Zunachst 
wurden B. lactis aerogenes und B. coli herangezogen: mit beiden Er- 
regern kann man optisch-aktiven Glycerinaldehyd gewinnen. Bislang 
erwies sich unser Stamm der letzterwahnten Mikrobe als brauchbarer : 
die Methode ist jedoch verbesserungsbediirftig, und bisher ]a4Bt sich 
lediglich sagen, daB sie im Prinzip durchfiihrbar erscheint, aber noch 
nicht fiir eine praparative Herstellung geeignet ist. 

Neben dem dextrogyren Glycerinaldehyd traten verschiedene 
andere Verbindungen, Sauren sowie Glycerin, auf; die naihere Unter- 
suchung dieser Stoffe unterblieb, da die Zusammensetzung infolge ihrer 
bekannten sekundaren Umwandlungen durch die Bakterien (vgl. zuvor) 
schwankt, und namentlich, weil sie bei ihrer Entstehung aus Dioxy- 
aceton von A. J. Virtanen, Karstrém und Turpeinen' einer sorgfaltigen 
und aufschluBreichen Priifung unterzogen worden sind. 


10 g kristallisierter d, 1-Glycerinaldehyd?, der mit Aceton ausgekocht * 
und dadurch zugleich sterilisiert war, wurden in 675 ccm dreimal erhitzten 
Hefenwassers gelést. Die Fliissigkeit wurde nach 24stiindigem Stehen bei 
Zimmertemperatur mit 8 g keimfreiem Calciumcarbonat versetzt und unter 
aseptischen Kautelen sofort mit CO, gesattigt, wie wir dies oft fiir Dis- 
mutationsversuche mit Methylglyoxal beschrieben haben. Dieses geschah, 
um Bicarbonat zu erzeugen und eine Wirkung von Hydroxylionen zu 
paralysieren. Dann erfolgte Zugabe einer Bakterienmenge, die in 2 Tagen 
auf 2 Petrischalen gewachsen und mit 25 ccm sterilem Wasser abgeschwemmt 
war. Nach einer Woche nahm das Reduktionsvermégen des im Brutschrank 
bei 37° belassenen Gemenges kaum mehr ab. Das kurz erwarmte Gargut wurde 
durch ein Macherey-Filter klar filtriert und im Vakuum bei 36° auf etwa 
40 ccm eingeengt. Unbekiimmert um den aufgetretenen, hauptsachlich aus 
gelést gewesenem Calciumcarbonat bestehenden Niederschlag wurde mit 
500 ccm absolutem Alkohol gefallt. Weitere Mengen desselben bewirkten 
keine Abscheidungen mehr, wohl aber Zugaben von Ather, der unter jedes- 
maligem kraftigen Umschiittein beizufiigen ist und von dem 80 ccm bendtigt 
wurden. Nach eingetretener Klarung konnte von dem etwas klebrigen Boden- 
satz verlustlos abgegossen werden. Trotzdem wurde der Niederschlag noch- 
mals in 40 cem lauem Wasser aufgenommen, wobei eine triibe Fliissigkeit 
entstand; sie wurde nach Filtration von neuem mit 400 ccm heiBem ab- 
solutem Alkohol gefallt und auBerdem mit 40 cem Ather vermischt, wobei 
sich nunmehr ein fast weiBer flockig-kristalliner Niederschlag von Calcium- 
salzen verschiedener Saéuren absetzte. Er wurde abfiltriert und die noch 
schwach reduzierende alkoholisch-atherische Mutterlauge mit der bei der 


1 A.J. Virtanen, H. Karstrém u. O. Turpeinen, H. 187, 7, 1930; 
A.J. Virtanen u. E. Peltola, ebendaselbst 8. 45. 

2 Dargestellt nach A. Wohl u. C. Neuberg, B. 33, 3095, 1900, durch 
Herrn Dr. H. Collatz. 

3 H.O. L. Fischer, C. Traube u. E. Baer, B. 60, 482, 1927. 
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ersten analogen Behandlung erhaltenen, stark reduzierenden Alkohol-Ather- 
lésung vereinigt. Nach Behandlung mit Tierkohle und Verdunsten hinter- 
blieb eine sirupése, schwach gelbe und schon in der Kalte reduzierende 
Masse, deren Lésung rechtsdrehend war. Da auch Wohl und Momber (I. c.) 
den aktiven Glycerinaldehyd nicht kristallisiert erhalten haben, wurde auf 
seine Isolierung in Substanz verzichtet. Mit 2, 4-Dinitro-phenylhydrazin 
in salzsaurer Lésung fallt das entsprechende Hydrazon' aus. Nach 
34, stiindigem Stehen in Eis saugt man ab, filtriert die mit Soda neutralisierte 
Mutterlauge und schiittelt sie mit Essigester aus, wodurch iiberschiissiges 
Hydrazin beseitigt wird; dann entfarbt man mit Knochenkohle und dampft 
ein. Aceton extrahiert darauf aus dem mit gegliihtem Natriumsulfat zu 
einem Pulver verriebenen Riickstande Glycerin*®, das durch Oxydation 
mit Hydrobromit zu Glycerose erkannt wird. 

Um den optisch-aktiven Glycerinaldehyd ganz sicher nachzuweisen, 
wurde er nach der fiir diesen Zweck besonders empfohlenen Vorschrift 
von A. Wohl und R. Schellenberg*® in die Glycerinsiure verwandelt. Sie 
wird dabei in Form des Bariumsalzes gewonnen, das kristallisierte und 
dextrogyr war. 


0,1030 g Substanz gaben (bei 105°) 0,0098 g H,O ab und lieferten 
0,0621 g BaSO, (= 0,0366 g Ba). ‘ 


(C,;H,0,),Ba + 2H,O. Ber.: H,O = 9,39, Ba = 35,82%; 
gef.: H,O = 9,51, Ba = 35,53%. 
[x]} 8,9°. 
(x = + 2,239, 1 = 2, ¢ = 12,52). 


Es liegt also das Salz der d (-) Glycerinséure‘ vor. Die optische Aktivitat 
ist ein Beweis dafiir, daB die Substanz weder aus dem urspriinglich als 
Substrat benutztem racemischen Glycerinaldehyd noch aus Glycerin 
hervorgegangen ist. 


' ©. Neuberg u. H. Collatz, diese Zeitschr. 228, 494, 1930. 

2 Vel. C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 219. 493, 1930. 

3 4A. Wohl u. R. Schellenberg, B. 55, 1404, 1922. 

* Bezeichnung nach A. Wohl u. K. Freudenberg, B. 56, 309, 1923; 
K. Freudenberg, Naturw. 16, 586, 1928. 








Berichtigung 
zur Mitteilung von S. Nishimura, diese Zeitschr. 225, 264, 1930. 


S. 265, Tabelle II, muB es heiBen: 


4. Reduktionsvermégen 16,3 %, 11,1% 12,0% 7.7 % 
ieee. 167 175 175 182 
6. MolekulargréBe . . 491,0 — — 982.0 
(CoHy905)s - Hy (CoH 905), - Hy 
= 504 = 990 

statt 

4. Reduktions- | 16,3 % 111% 12,0% 7,4 % 

5. vermogen | 167,0% 175,0%  175,0% 182,0 %, 

6. MolekulargréBe | 491.0 % —_ 


— 982,0 % 
| (Cg Hy9 O05) . Hy 0 = 504 (Cg Hi905)6 . H,O = 990 























Uber die Reinigung und Konzentrierung von Diphtherietoxin 
und Diphtherieanatoxin, mit besonderem Hinblick auf die aktive 
Immunisierung von Menschen. 


Von 


8. Schmidt und A. Hansen. 
(Aus dem Staatlichen Serum-Institut zu Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 11, September 1930.) 


Schon seit der Entdeckung des Diphtheriegiftes (Roux und Yersin, 
1887) hat die Frage der Reinherstellung des wirksamen Prinzips desselben 
eine Menge Forscher beschaftigt. 


Die zahlreichen Untersuchungen, welche im Laufe der Zeit  vor- 
genommen worden sind, haben teils praktische und teils theoretische Zwecke 
verfolgt. Auf der einen Seite hat man — insbesondere in fritheren Jahren, 
wo die Schwierizkeiten der Herstellung von starken Giften durch einfache 
Zucht von Diphtheriebazillen noch gréBer waren als heute —, um sich 
kraftige Antigene fiir den Gebrauch bei der Immunisierung oder fiir 
Untersuchungen verschiedener Art zu verschaffen, die Rohgifte kon- 
zentriert, und man hoffte durch derartige Versuche der chemischen 
Natur des Diphtheriegiftes auf die Spur zu kommen.  Letzteres ist 
jedoch bis jetzt nicht gegliickt, und aus diesem Grunde hat man sich seit 
einer Reihe von Jahren nicht mehr so stark fiir Toxinreinigung interessiert 
wie in den ersten unmittelbar auf die Entdeckung des Giftes folgenden 
Jahren; man ist nach und nach zu der Anschauung gelangt, daB die Frage 
der Natur des Diphtheriegiftes schwerlich gelést werden kann, bevor die 
Proteinchemie in ein fortgeschritteneres Stadium getreten ist. In den 
allerletzten Jahren hat man sich indessen wiederum mit der Reinigung von 
Toxinen und insbesondere von Diphtherietoxin zu beschaftigen begonnen. 

Die Toxinreinigung! hat vorzugsweise auf zwei Arten stattgefunden: 
1. Ausfallung der Proteine des Toxinbouillons (durch welche das Toxin dann 
adsorbiert wird) mit verschiedenen Neutralsalzen, am haufigsten Natrium- 


1 Die Prinzipien fiir die Reinigung von Toxinen wurden schon von 
Roux u. Yersin, welche die verschiedenen Eigenschaften des Diphtherie- 
giftes einer genauen Untersuchung unterwarfen, angegeben. 
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oder Ammoniumsulfat, und darauffolgende Dialyse; Fallung mit Alkohol, 
eventuell eine Kombination beider Fallungsmethoden, oder Ausfallung 
mittels Saure (d.h. Anderung der Wasserstoffionenkonzentration des 
Milieus bis zum isoelektrischen Punkt des Proteins) und darauffolgende 
Auflésung des Bodensatzes in schwach alkalischen Fliissigkeiten, und 
2. Adsorption des wirksamen Prinzips durch Zusetzen von Metallhydroxyden 
oder Salzen (am haufigsten von Schwermetallen) zum Toxinbouillon; die 
letztgenannten Verbindungen bilden dann basische Salze, so daB das Prinzip 
das gleiche ist, ob man nun das fertig gebildete Hydroxyd anwendet oder 
ob man dasselbe in statu nascendi wirken laéBt. Von den Bodensitzen 
wird das Toxin durch Schiitteln mit verschiedenen Salzlésungen, z. B. Phos- 
phate, Ammoniumcarbonat usw., befreit. 


Sodann ist mit mehr oder weniger groBem Erfolg Adsorption mit 
tierischer Kohle, Kaolin, Talk usw. sowie Dialyse unter Druck, Pressung 
durch Kollodiumfilter usw. angewandt worden. 


Brieger und seine Mitarbeiter (Boer, Cohn, Frankel), denen wir eine 
ganze Reihe umfangreicher und ausgezeichneter Arbeiten tiber die Reinigung 
von Toxin verdanken, benutzten zum Teil Fallung mit Neutralsalzen, 
zuweilen mit Alkoholfallung, Dialyse usw. kombiniert, und teilweise Ad- 
sorption mit Metallhydroxyden oder basischen Salzen. Es gelang diesen 
Forschern, ziemlich reine Praiparate herzustellen (besonders von Tetanus- 
toxin); so sollen Toxinlésungen prapariert worden sein, welche bei dem 
Zusetzen von Natriumchlorid, Natrium- oder Magniumsulfat, verdiinnter 
Salpetersiure oder verdiinntem Bleiacetat keinen Bodensatz ergaben, 
die jedoch von Kohlenséure, konzentrierten Mineralsiuren, Silbernitrat, 
Phenol, organischen Sauten, Merkurichlorid, Phosphormolybdansiure, 
Kaliumquecksilberchlorid, Kaliumwismutchlorid, Pikrinséure, Gold- und 
Platinchlorid gefallt wurden und welche im weiteren Biuret- und Xanto- 
proteinreaktion sowie Reaktion mit Millons Reagens ergaben. Die Toxine 
vereinigten sich mit Benzoylchlorid, aber nicht mit Phenylhydrazin; sie 
drehten das polarisierte Licht nach links. G. Abt hat in der neuesten Zeit 
eine Methode, deren Prinzip schon von Roux und Yersin angegeben worden 
war, verbessert: Fallung des Rohgiftes mit léslichen Kalksalzen, die 
mit den Phosphaten des Bouillons unlésliche Bodensitze bilden, von 
welchen das Toxin adsorbiert wird. 


Die Fallung des Toxinbouillons mit Séuren (Essigséure oder Salzséure) 
ist eine insbesondere in den letzten Jahren recht haufig benutzte Methode 
(Glenny und Walpole, Watson und Wallace, Watson und Langstaff, Kissin 
und Bronstein, Kulikov und Smirnov, Leulier, Sédallian, Gaumont und Clavel, 
Ramon, S. Schmidt und K. A. Kjaer). Die letzte Methode scheint bei zweck- 
maéBiger Anwendung ziemlich reine Praparate zu ergeben; die Methode 
ist einfach und nicht kostspielig. 


Es halt indessen schwer, sich ein zuverlassiges Bild der friiher 
erzielten Resultate zu machen, weil fast alle bisher ausgefiihrten 
Arbeiten — mit Ausnahme von einigen wenigen (von Watson und 
Langstaff und von Abt) — zu einem Zeitpunkt gemacht worden sind, 
wo man bei der Untersuchung der spezifischen Eigenschaften der 
Toxine ausschlieBlich auf Versuchstiere angewiesen war. Es ist also 
moéglich, da weit wirksamere Priparate als die angegebenen erzielt 
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worden sind, da die Giftigkeit bekanntlich nicht mehr als Kriterium 
hinsichtlich der Starke eines Toxins angesehen werden kann. Anderer- 
seits ist die Wahrscheinlichkeit vorhanden, daB die gereinigten Pra- 
parate auf irgend eine Weise umgeformt worden sind, weil die Reinigungs- 
prozesse nicht schonend genug waren. Unsere eigenen Versuche 
deuten jedenfalls darauf hin. 


Die Untersuchungen, deren Resultate an dieser Stelle mitgeteilt 
werden sollen, bilden eine Fortsetzung der Arbeit, welche von K. Linder- 
strém-Lang und einem von uns! vorgenommen wurden. Wahrend 
jedoch diese Arbeit sozusagen rein theoretische Zwecke verfolgte, 
wurden unsere Versuche in erster Linie in der Absicht ausgefiihrt, 
ein praktisch verwendbares Verfahren zur Herstellung von Ana- 
toxinen von gréBtméglicher Starke zu finden, Praparate, welche bei 
der praktischen Immunisierung des Menschen gegen Diphtherie An- 
wendung finden sollten. Aus diesem Grunde haben wir nicht ausschlieb- 
lich die Erzielung der gréBtméglichen Reinheit, sondern gleichzeitig 
auch die Vermeidung eines allzu groben Verlustes an Toxin im Auge 
gehabt, da sonst die Methode in der Praxis nicht von Nutzen sein kann. 
Die Praparate, welche in der Folge besprochen wérden, sind infolge- 
dessen nicht alle so rein wie die von Linderstrém-Lang und Schmidt 
erzielten. 


Hinsichtlich des Nutzens, welchen man bei der Benutzung von 
gereinigten und konzentrierten Anatoxinen bei der Impfung erwarten 
kann, haben wir besonders an zwei zu erreichende Vorteile gedacht : 
1. eine schnellere und kraftigere Antistoffbildung zu erzeugen und 2. die 
zuweilen unangenehmen Beiwirkungen, welche hin und wieder auf eine 
Behandlung mit rohen Anatoxinen folgen, bis zu einem gewissen Grade 
zu vermeiden. 


Linderstrém-Lang und Schmidt gelang dies durch Adsorption von Rohgift 
mit Aluminiumhydroxyd?, welches nach Willstdtters Methode (zur Reinigung 
von Enzvmen) hergestellt war. Dialyse der Elution unter vermindertem 


. 


1 Siehe Carlsberg Laboratoriums-Mitteilungen 18, Nr. 3, 1930; Kolloid- 
Zeitschr. 51, 152, 1930. 

2 Die adsorbierende Eigenschaft des Aluminiumhydroxyds gegeniiber 
Diphtheriegift wurde schon von Roux und Yersin nachgewiesen und wird 
in deren heute klassisch-beriihmten Abhandlungen (1887 bis 1890) be- 
sprochen. Indessen hatte man damals keine Aluminiumhydroxydpraparate, 
die so genau prapariert worden sind wie diejenigen, fiir welche Wéillstdtter 
und seine Mitarbeiter die Herstellungsmethode angegeben haben. Dank 
dieser letzt genannten Forscher vermag man heutzutage Aluminiumhydroxyd 
von einer so gleichartigen, konstanten Zusammensetzung herzustellen, 
daB das Adsorptionsvermégen dieser Priparate sehr wenig von einer 
Darstellung zur anderen schwankt. 


18* 
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Druck, Readsorption der dialysierten Elution usw., vom aktiven Prinzip 
bis zu 99,5°, der Begleitstoffe (Proteine, Salze usw.), die in dem rohen 
Toxin vorgefunden werden, zu entfernen. Dieses Verfahren ergibt indessen 
zu groBe Verluste, als daB es in der Praxis angewandt werden kénnte. 
Wir haben daher an Stelle von Readsorption versucht, die Adsorptions- 
methode mit der Reinigung mittels tierischer Kohle sowie Fallung durch 
gewisse organische Fliissigkeiten (Methyl- und Athylalkohol sowie Aceton) 
zu kombinieren. 


1. Beschreibung der benutzten Technik. 


a) Das Aluminiumhydroxyd. 


Es wurde fast ausschlieBlich Wéillstdtters Praiparat C* angewandt. 
In Willstdtters Vorschrift wird angegeben, daB man wahrend der Fiallung 
dafiir sorgen soll, da8 die Temperatur nicht unter 58° fallt; wir fanden, 
da8B die beste Temperatur genau 59° war; von besonderer Wichtigkeit ist 
es, daB die Temperatur 60° nicht iiberschreitet, da das Aluminiumhydroxyd 
in diesem Falle ganz andere Eigenschaften annimmt. Bei der Herstellung 
erzielten wir die besten Resultate, mit Mercks analytisch reinem Ammoniak- 
alaun; ein einzelner Versuch mit gewéhnlicher, reiner Handelsware desselben 
Salzes ergab unzufriedenstellende Resultate, da die Adsorptionseigenschaft 
des Aluminiumhydroxyds hierbei weit schwicher war. Wir haben stets 
dafiir gesorgt, daB das Auswaschen des Aluminiumhydroxyds innerhalb 
21 Stunden zu Ende gebracht war; mangels einer geniigend groBen Zentri- 
fuge saugten wir das Waschwasser durch einen groBen Biichner-Trichter. 
Das Aluminiumhydroxyd wurde am _ hiaufigsten ganz frisch angewandt, 
es hat somit in den meisten Fallen der von Wilistdtter benannten 
a-Modifikation oder, da letztere instabil ist und im Laufe weniger 
Stunden in die $-Modifikation umgeformt wird, noch eher einer Mischung 
von a- und $-Form entsprochen. Das $-Praparat wird langsam zur y-Mo- 
difikation umgeformt, doch waren unsere Priiparate nie so alt, daB diese 
Modifikation in Betracht kommen konnte, da friithere Versuche gezeigt 
hatten, daS die Adsorptionskraft des Aluminiumhydroxyds gegeniiber 
Toxin deutlich herabgesetzt wird, wenn man es einige Zeit aufbewahrt. 


b) Adsorption und Waschung. 


Die Adsorption wurde in der Weise vorgenommen, da8 das Aluminium- 
hydroxyd in die Toxinlésung, welche in einigen Fallen vorher durch Ein- 
dampfen und Dialyse konzentriert worden war, gebracht wurde. Da 
oft groBe Toxizmengen in Arbeit genommen wurden, zogen wir dem 
Zentrifugieren Absaugen auf einem groBen Biichner-Trichter vor, und 
zwar sowohl bei der Ausscheidung der Restlésung als auch wahrend der 
Waschung und Eluierung. Es wurde eine zweimalige Waschung des Boden- 
satzes vor der Eluierung vorgenommen, jedesmal mit einem Wasser- 
volumen, welches dem urspriinglichen Toxinvolumen entsprach. Das letzte 


* Wir haben auch einige Versuche mit anderen Praparaten gemacht, 
z. B. Aluminiumhydroxyd B, sowie Tonerde der Formel AlO.OQH. Da 
keines derselben so gute Resultate wie C (der Stickstoffgehalt in der Elution 
war hier bei gleicher Toxinstarke weit geringer) ergab, wurden weitere 
Versuche mit anderen Modifikationen nicht vorgenommen. 
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Waschwasser war stets farb- und geruchlos. Wahrend des Waschungs- 
prozesses benutzten wir einen mechanischen Schlagapparat, der den 
Bodensatz besser verteilte und das Auswaschen wirksamer machte. 


c) Eluierung. 


Die Eluierung wurde in folgender Weise vorgenommen. Ein Volumen 
2,4°% ige Lésung von sek. Natriumphosphat (gewéhnliche reine Handels- 
ware), das dem urspriinglichen Toxinvolumen entsprach, wurde in drei Teile 
geteilt, worauf eine sukzessive Eluierung des gewaschenen Bodensatzes vor- 
genommen wurde. Die drei Elutionen wurden dann zusammengemischt. 

Die Elution wurde bis auf ein Zehntel des urspriinglichen Raum- 
inhalts (Temperatur 20 bis 25°) eingedampft, durch ein Seitz - Filter 
filtriert und 24 Stunden bei 0° aufbewahrt, worauf die klare Fliissigkeit 
von den gebildeten Phosphatkristallen getrennt wurde. Die Fliissigkeit 
wurde phosphatfrei (Probe mit Magnesium-Ammoniumphosphat) in Cello- 
phanhiilsen', welche sich in flieBendem Wasser befanden, dialysiert. In 
jeder Dialysenhiilse wurde ein mechanischer Riihrapparat angebracht. 
Um Bakterienwachstum zu vermeiden, wurde wihrend der Dialyse das 
Toxin mit Toluol tiberschichtet. 

Das fertig dialysierte Toxin wurde auf die gewiinschte Starke ein- 
gedampft. 

d) Untersuchung der gereinigten Prdparate. 


Die gereinigten Toxine wurden auf Trockensubstanz-, Totalstickst off- 
und Aminostickstoffgehalt untersucht. Der Totalstickstoff wurde nach 
Kjeldahl und der Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt. In ver- 
einzelten Fallen wurden einige Reinheitsproben der Toxinlésungen durch 
Zusatz von verschiedenen Stoffen, die auf EiweiSlésungen fallend 
wirken, gemacht und auch die Stabilitat des gereinigten Toxins bei ver- 
schiedener Temperatur und verschiedener Wasserstoffionenkonzentration 
untersucht. 

Die spezifischen Eigenschaften der Toxine untersuchten wir teils 
mittels Ramons Ausflockungsmethode (Bestimmung der antitoxinneutrali- 
sierenden und der flockenden Eigenschaft) und teils mit Hilfe von Ehrlichs 
Met hode (Bestimmung der Giftigkeit und des Bindungswertes). AuBerdem 
wurden Immunisierungsversuche an Meerschweinchen gemacht. Die 
Technik bei diesen letzten Versuchen wird in dem Kapitel, in welchem 
die Resultate der Immunisierung behandelt werden, beschrieben. 


2, Eindampfen und Dialyse. 


Da wir fiir die Untersuchung der immunisierenden Eigenschaften 
von gereinigten Anatoxinen bedeutende Mengen der gereinigten Stoffe 
benétigten, galt es, wie gesagt, die Versuchstechnik so einzurichten, daB 
eine rasche Reinigung von groBen Quantitaéten Rohgift ohne allzu groBe 


1 Gellophan wird in groBen Bogen oder in langen Réhren in den Handel 
gebracht ; letztere kénnen dann an dem einen Ende zusammengebunden, 
eventuell mit einem groBen Kautschukpfropfen geschlossen werden. Es 
existieren verschiedene Arten von Cellophan; man mu8 also vorher 
erproben, welche PorengréBe paBt. Cellophan eignet sich nicht zur Dialyse 
unter vermindertem Druck, da es verhaltnismaBig spréde ist. 
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Unkosten durchgefiihrt werden konnte. Zine Adsorption von groBen 
Mengen Rohgift erfordert bekanntlich viel Aluminiumhydroxyd, dessen 
Herstellung etwas umstandlich ist. Aus diesem Grunde haben wir versucht, 
die natiirlichen Gifte (insbesondere schwache Toxine, welche so, wie sie 
sind, fiir die Immunisierung nicht verwendbar sind) durch Eindampfen 
und darauffolgende Dialyse zu konzentrieren. 


Das Eindampfen fand bei einer Temperatur von etwa 25° in einem 
kraftigen Luftstrom statt. Nachdem das Volumen auf etwa ein Zehntel 
des urspriinglichen vermindert worden war, wurde das zuriickbleibende dick- 
fliissige Toxin in eine groBe Flasche gegossen und bei 0° 24 bis 48 Stunden 
aufbewahrt. Dadurch wird eine dicke Schicht Salzkristalle auf dem 
Boden der Flasche ausgeschieden, wahrend die dariiberstehende Fliissig- 
keit sich klairt. Die klare Fliissigkeit wurde dann abgegossen. Eine 
Untersuchung zeigte, daB das Toxin durch diesen ProzeB seine spezifischen 
tigenschaften nicht eingebiiBt hatte. Hierauf wurde, wie friiher be- 
sprochen, dialysiert, bis die Fliissigkeit phosphatfrei war. Wir werden 
nachstehend einige einfache Beispiele anfiihren, woraus ersichtlich ist, 
welche Reinigung man durch eine derartige einfache Dialyse in der Regel 
erzielt. 


a) Dialyse von gewohnlichen frischen Toxinen. 
Es wird ein 5,5 Einh. pro Kubikzentimeter enthaltendes Toxin benutzt. 


Dialyse in flieBendem Wasser unter Riihren. 


Tabelle I. 








Dialysiert 1. Pergamentpapier ha 2. Cellophan 
in ecem |E* procem mg N pro ecem com E pro cem | mg N pro cem 
| | | 
0 Tagen | 1000 5,5 3,19 | 1000 5,5 3.19 
1 Tag | 1200 44 210 | 1200 44 1,92 
2 Tagen | 1250 4,3 1,78 | 1250 43 1,57 
* || 1300 4,25 1,49 1300 4,25 1,27 
e's | 1300 4,25 1,27 1300 4,25 1,06 


E = Toxin- bzw. Anatoxineinheiten, d.h. diejenige Toxin- (Anatoxin)menge, welche 
gemischt mit 1 AE. zuerst Ausflockung gibt. 


Nach viertagiger Dialyse war der Inhalt der Beutel phosphatfrei 
(Probe mit Magnesiumammoniumchlorid). Man sieht, da8 Cellophan ein 
etwas reineres Produkt als Pergament ergibt und der Verlust an aktivem 
Stoff hier nicht gr6Ber ist. In Wirklichkeit ist die Reinigung, welche man 
durch eine solche Dialyse erzielt, keineswegs eine so geringe, denn die 
Tabelle I zeigt, daB8 mehr als die Halfte der stickstoffhaltigen Stoffe ver- 
schwinden. 


b) Dialyse von konzentrierten Toxinen. 


Das Verhiltnis ist wesentlich dasselbe, wenn auBer der Dialyse noch 
eingedampft wird. Wéahrend jedoch der Phosphatgehalt bei den rohen 
Toxinen keine Rolle bei der Adsorption spielt (letztere ergibt demnach 
nicht wesentlich gréBere Ausbeute, wenn man das Toxin vorher dialysiert), 
so ist es sehr wichtig, die eingedampften Toxine sorgfiltig zu dialysieren, 
bevor die Adsorption stattfindet. 
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Tabelle II. 





xs : Elution yon der Adsorption 
Eingedampfte Toxine mit 20 Jo Al(OH), 


Nr. 





E pro cem mg N pro cem E pro ecm mg N pro cem 
Li 


a) Viertagige Dialyse von drei verschiedenen Toxineindampfungen (Cellophan). 


1 22 31,02 5,4 0,72 
2 51 37,74 15,3 0,56 
3 | 19 35,91 8,5 0,34 


8) Achttagige Dialyse der gleichen Toxinproben 
(die Proben waren nun phosphatfrei). 


1 12,3 2,34 6,4 0,36 
2 29,0 2.9 16,0 0,43 
3 11,0 2,67 5 0,38 


2,4 Liter eingedampftes Toxin, 24 Einh. pro Kubikzentimeter enthaltend, 
dialysierte in Cellophan in 2% Tagen. Dadurch stieg das Volumen auf 
2,7 Liter, welche 19 Einh. pro Kubikzentimeter enthielten. 900 cem wurden 
entnommen und mit 20% Al(OH), adsorbiert. Der Rest wurde wahrend 
2 Tagen weiter dialysiert, worauf wiederum 900 cem zur Adsorption heraus- 
genommen wurden. Darauf wurde der Rest noch einen Tag dialysiert, 
hiernach wurde adsorbiert (Rauminhalt = 935 ccm). Einheiten und Stick- 
stoffgehalt verteilten sich folgendermaBen: 








Tabelle III. | 
Vor der Adsorption Nach der Adsorption (Elution) 
Dialyse in EEE GERERRE ERE 
E pro ccm mg N pro eem E pro cem mg N pro ccm 
2, Tag ... 19 3,91 11,3 0,44 
Pa an 17 3,17 12,0 0,32 
ee ae te 16 2.85 12.0 0,29 


Diese Beispiele geben einen guten Begriff von der Bedeutung der 
Dialyse und ebenso von dem Nutzen, den man aus dem Eindampfen 
(Konzentrierung) des rohen Toxins vor der Adsorption! ziehen kann. 


3. Ausfaillung der Phosphate des Toxinbouillons mit Calciumionen. 


Die vorstehenden Versuche haben also gezeigt, da8B man mittels Dialyse 
von eingedampften Toxinen dieselben durch Adsorption an Al(OH), 
fiir eine Reinigung geeignet machen kann. Eine Dialyse hat indessen gewisse 


1 Wahrscheinlich erschwert jedoch nicht der Gehalt an Phosphaten 
allein die Adsorption des eingedampften Toxins; denn das gewéhnliche, 
nicht eingedampfte, rohe Toxin, welches ja nicht ganz unbedeutende 
Phosphatmengen enthalt, 1aBt sich, wie gesagt, ohne weiteres durch Ad- 
sorption reinigen, wogegen das eingedampfte Toxin, welches eine ahnliche 
Menge Phosphate enthalt, nur geringe Mengen aktiven Stoffs an das 
Aluminiumhydroxyd abgibt, und man, wie gezeigt wird, durch die Adsorption 
eine desto gréBere Ausbeute erzielt, je sorgfaltiger die Dialyse ausgefiihrt 
wird. 
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Nachteile. So entsteht immer ein gr6Berer oder kleinerer Verlust (welcher 
immerhin bei der Wahl der richtigen Hiilsen auf 5 bis 10% beschrankt 
werden kann); noch schwieriger ist es, sich gegen Bakterien zu schiitzen. 
Diese kénnen zuweilen derart iiberhand nehmen, daB es notwendig ist, 
die Toxinlésung nach der Dialyse der Sterilfiltrierung zu unterziehen, 
wodurch aber der Verlust an aktivem Stoff bedeutend vergréBert wird. 
Wir haben uns daher gefragt, ob es nicht médglich ware, die stérenden 
Phosphate auf einfachere Weise zu entfernen, und versuchten in dieser 
Absicht eine Fallung mit Calciumchlorid. Ein Nachteil besteht indessen 
darin, daB Calciumphosphat etwas Toxin adsorbiert'. Wir untersuchten 
nun, ob das pa des Milieus fiir die zu absorbierende Toxinmenge von 
Bedeutung ist. 

Ein Toxin von 10 Einh. pro Kubikzentimeter wurde mit Hilfe von 
Salzsiure bzw. Natronlauge auf py 5, 7,3 und 10 gebracht. Portionen von 
150 cem wurde hierauf je 10ccm 10%ige CaCl,-Lésung zugesetzt, was 
einem bedeutenden Uberschu8 gleichkommt. 

Bei px 5 erfolgte keine Fallung, dagegen zeigte sich starker Bodensatz 
sowohl bei pq 7,3 als auch bei px 10,0. 

Die Filtrate der bei py 7,3 und 10,0 vorgenommen Fallungen enthielten 
8,5 Einh. Der Stickstoffgehalt war = 2,93 mg N pro Kubikzentimeter gegen 
3,29 mg im urspriinglichen Toxin. Nur bei px 10,0 war die Fallung des 
Phosphats quantitativ, weshalb ausschlieBlich bei diesem py gearbeitet 
wurde. 

1 Liter Toxin, 9,5 Einh. pro Kubikzentimeter enthaltend, wurde durch 
Zusatz von 20cem 5n NaOH auf py 10 gebracht. Darauf wurden 
72ccm 10% ige CaCl,-Lésung zugesetzt, was vollstandige Fallung herbei- 
fiihrte. Nach dem Abfiltrieren des Bodensatzes wurde die klare Fliissig- 
keit mit 65,5 cem n HCl auf px 7,5 zuriickgefiihrt. Diese Fliissigkeit ent- 
hielt 8,6 Einh., 400 dmm sowie 3,28 mg N pro Kubikzentimeter (L, = 0,17; 
Ly = 9,13). 

Es wurde durch 20% Al(OH), adsorbiert. Die Elution enthielt 
2,2 Einh. und 0,32 mg N pro Kubikzentimeter. 

Dieser Versuch zeigt das Eigentiimliche, da8 nur kleine Toxinmengen 
an die Bodensitze von Calciumphosphat, welche beim Zusetzen von 
Calciumchlorid zu Toxin entstehen, adsorbiert werden. Die Adsorption 
von Toxin an Calciumphosphat mu8 daher von speziellen Faktoren 
bedingt sein, was jedoch in diesem Zusammenhang nicht von Interesse ist. 


4. Adsorption bei verschiedenem px. 


In. der Absicht, die optimalen Bedingungen fiir Adsorption von Toxin 
an Al(OH), zu finden, haben wir die Bedeutung der Wasserstoffionen- 
konzentration fiir die Adsorption untersucht. 

a) Eingedampftes und dialysiertes Toxin, enthaltend 32 Einh. und 
3,55 mg N pro Kubikzentimeter, wurde auf pq 6 bzw. 7 und 8 eingestellt. 
worauf sofort mit 20° Al(OH), adsorbiert wurde. Die Elutionen ent- 
hielten: 


1 Schon 1888 wuBten Roux u. Yersin dies. G. Abt hat spater eine 
Reinigungsmethode fiir Toxin ausgearbeitet, welche gerade auf dieser 
Beobachtung aufgebaut ist. 
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Tabelle IV. 


Pu | E pro ecm mg N pro ecem 
6 13,5 0,420 
7 18,0 0,378 
8 20,0 0,302 


b) 10 Liter Toxin mit 9,5 Einh. und 2,52 mg N pro Kubikzentimeter 
wurden auf 2,6 Liter eingedampft und dialysiert. Hierdurch wurde das 
Volumen auf 3,7 Liter erhéht. Die Starke war darnach 21 Einh. und 
der Stickstoffgehalt 2,08 mg N pro Kubikzentimeter. 

Es wurde auf py 5, 6, 7, 8, 9 und 10 eingestellt und in gewohnter Weise 
adsorbiert. Die Elutionen enthielten: 


Tabelle V. 





Pu E pro cem mg N pro ecm 
5 10,5 0,25 
6 13,6 0,29 
16,3 0,22 
17,3 0,24 

9 17,7 0,27 =! 
10 17,7 0,21 


Es zeigt sich also, daB die Adsorption nicht allein gréBere Ausbeute 
in alkalischen Fliissigkeiten ergibt, sondern daB das Priparat auch um so 
reiner wird, je kleiner die Wasserstoffionenkonzentration ist. Das Resultat 
ist somit analog dem im ersten Versuch erzielten. 

Willstdtter' gibt an, daB ein Alkoholzusatz in gewissen Fallen bei 
Adsorption von Enzymen an Aluminiumhydroxyd vorteilhaft ist. Wir 
haben daher in einem einzelnen Falle Alkohol zugesetzt, wodurch sich 
indessen die Ausbeute bedeutend verringerte. 

Dialysiertes Toxin, enthaltend 16 Einh. und 3,104 mg N pro Kubik- 
zentimeter wurde mit 20% Al(OH), adsorbiert. 

a) Ohne Alkoholzusatz, Ausbeute: Elution enthaltend 11 Einh. ,und 
0,319 mg N pro Kubikzentimeter. 

b) Bei gleichzeitigem Zusatz von Alkohol (50 cem 95°%iger Alkohol), 
Ausbeute : Elution, enthaltend 4 Einh. und 0,244 mg N pro Kubikzentimeter. 


5. Adsorption mit verschiedenen Mengen Al(0H),. 


Eingedampftem Toxin, enthaltend 32 Einh. und 3,58 mg N pro Kubik- 
zentimeter, wurde Al(OH), in folgenden Mengen zugesetzt: 1,5, 10, 20, 
40 und 100%. Die Eluierung wurde in allen Fallen mit einer 2,4 °,igen 
Phosphatlésung vorgenommen. 


1 Houben, 2, 1053. 
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Tabelle VI. 





Al(OH)3-Menge | E pro ccm mg N pro cem 


1% 3,2 0,07 


5% 9,0 0,14 
10% 14,5 0,32 
20 %, 21,0 0,48 
40% 21,0 0,90 

100% | 18,0 1,46 


Man ersieht hieraus, da8B man mit 20% Al(OH), die beste Ausbeute 
erzielt, weshalb wir bei der serienmaBigen Herstellung gereinigter Toxine 
stets diese Menge angewandt haben. 


6. Eluierung bei verschiedenem px. 


Ein Toxin von 10 Einh. wurde in gewohnter Weise mit 20% Al(OH), 
adsorbiert. Das Toxin wurde in vier gleich groBe Portionen geteilt, welche 
je fiir sich behandelt wurden, jedoch in dernaimlichen Weise (Auswaschen 
zweimal usw.). Die Bodens&étze wurden hierauf mit Phosphatlésung von 








pu 7 bzw. 8, 9 und 10 eluiert. Das Resultat war folgendes: 
; 
Tabelle VII. | 
PH Starke der Elution in E 
7 5,1 ] 
8 5,8 ] 
9 6,1 . 
10 6,1 
Die alkalische Reaktion gibt also die gréBte Ausbeute. Eine Lésung 
von sekundérem Phosphat wie das, welches wir benutzten, wo nichts Be- 
sonderes erwahnt ist, hat ein py von etwas iiber 9. 
7. Eluierung bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen. 
Eine Probe des gleichen Toxins, welches in den vorhergehenden Versuchen 
angewandt wurde, wurde in drei Portionen geteilt, die alle mit 20 % Al(OH), 
nach der gewohnten Technik adsorbiert wurden. Fiir die darauffolgende ‘ 
Eluierung wurden Phosphatlésungen folgender Konzentrationen angewandt : 1 
1,2, 2,4 und 3,8%. Es zeigte sich hierbei, da8 die starkste Phosphat- 
lésung am meisten Toxin enthielt. 
Tabelle VIII. 
= Stage ; a 
K trat d . . 
Phosphatldsang Titer der Elution i. 
fe 
1,2% 4,1 . 
2.4% 6,1 ; E pro cem u 
3,6 % 6,4 F 
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Von einer eingedampften und dialysierten Toxinlésung wurde eine 
Portion mit 20°, Al(OH), adsorbiert und mit einem Volumen von 2,4 %Qiger 
Phosphatlésung eluiert. Das urspriingliche Toxin enthielt 3,58 mg N pro 
Kubikzentimeter; die Elution enthielt 20 Einh. und 0,32 mg N pro Kubik- 
zentimeter. Die Bodensi&tze von zwei anderen Adsorptionen wurden mit 
einem Volumen eluiert, welches der Halfte des urspriinglichen Toxin- 
rauminhalts von a) 2,4%iger Phosphatlésung und b) 4,8 °iger Phosphat- 
lésung entsprach. Darauf wurden beide Elutionen auf ein Volumen 
verdiinnt, welches dem urspriinglichen Volumen Toxin entsprach. Die 
beiden Elutionen enthielten: 


a) 13,5 Einh. und 0,28 mg N pro Kubikzentimeter. 
b) 15,0 Einh. und 0,37 mg N pro Kubikzentimeter. 


Die starke Phosphatlésung bietet daher keine Vorteile gegeniiber der 
schwacheren, da der Stickstoffgehalt in der Elution bedeutend gréBer ist, 
als der Steigerung an aktivem Stoff entspricht. 


8. Eluierung mit anderen Verbindungen als Phosphaten. 


Im weiteren haben wir untersucht, ob sich méglicherweise andere Salze 
als Phosphate fiir eine Eluierung eignen. Linderstrém-Lang und Schmidt 
zeigten, daB man mit Ammoniak eluieren kann, daB aber die ammoniakalische 
Elution sich nicht fiir die Ausflockungsreaktion eignet. Wir probierten: 
1. 2 %ige Natriumsilikatlésung, 2. 2 %jige Kaliumantimoniatlésung und 
3. 2%ige Natriumcarbonatlésung. 

Fiir alle Versuche wurde das gleiche Toxin (enthaltend 10 Einh. pro 
Kubikzentimeter) angewandt. Es zeigte sich, daB keine der genannten 
Lésungen Phosphat iiberlegen war, ja Natriumcarbonat war sogar etwas 
weniger wirksam. 


Tabelle IX. 





Eluierungsmittel Titer der Elution 


2,4°% ige Phosphatlésung 6, 
2% ige Natriumsilicatlésung 6, 
6 
5 


= 
a) 
4 
Cc 
° 
© 


2%ige Kaliumantimoniatlésung 
2% ige Natriumearbonatlésung 


_—— 


om et ee 


b 


Indessen hat ein Gehalt von sowohl Silikat- als auch Antimoniat- 
ionen in der Elution gewisse Nachteile; wir haben daher bei den iibrigen 
Versuchen ausschlieBlich Phosphatlésungen benutzt. 


9. Entfairbungsversuche. 


Obgleich die Elutionen immer erheblich schwacher gefirbt sind als 
die rohen Toxine, gelingt es doch selten — und besonders, wenn es sich um 
Elutionen handelt, welche von eingedampften Toxinen stammen —, vollig 
farblose Praiparate durch das gewohnte, bisher beschriebene Verfahren 
zu erzielen. Die Lésungen sind in der Regel schwach gelblich bis bréunlich, 
und wird hierauf eingedampft, so erhailt man meistens dunkelgefarbte 
Fliissigkeiten. Wir haben daher versucht, entweder die urspriinglichen 








274 S. Schmidt u. A. Hansen: 


Toxine oder die Elutionen selbst von den Farbstoffen zu befreien und 
fanden Tierkohle hierfiir besonders gut geeignet?. 

a) Eine Probe eingedampftes und dialysiertes Toxin, das 14 Einh. und 
1,43 mg N pro Kubikzentimeter enthielt, wurde in Portionen von 150 cem 
geteilt, die wir auf px 5 bzw. 6, 7, 8, 9 und 10 einstellten. Jeder Portion 
wurden 10% Knochenkohle zugesetzt. Es wurden dann zwei Portionen 
von je 150ccm auf jedes px eingestellt. Die Kohle wurde allen Proben 
gleichzeitig zugesetzt. Eine Serie stand darauf eine halbe Stunde, die andere 
15 Stunden, bevor filtriert wurde. Das Resultat war folgendes: 


Tabelle X. 








Io Stunde 15 Stunden 
~ E pro ecm mg N pro ecm Farbe E pro cem mg N pro ccm Farbe 
5 3,5 | 0,63 gelb 2,5 0,46 gelb 
6 5,4 0,63 schwach 4,1 0,46 schwach 
gelblich gelblich 
7 10,0 | 0,63 ~ 7,5 0,52 - 
8 10,0 | 0,63 gelb 8,5 0,53 gelb 
9 105 | 0,66 Ss 8,5 0,55 3 
10 10,5 | 0,66 gelbbraun 9,2 0,55 gelbbraun 


Es ist also nicht gelungen, das Toxin géanzlich farblos zu machen. 
Sodann zeigt der Versuch, daB man durch langeres Einwirkenlassen der 
Kohle auf das Toxin keine bessere Entfarbung, dagegen aber einen gréBeren 
Verlust an aktivem Stoff erzielt. Man sieht, daB um so weniger Toxin 
adsorbiert wird, je héher das py ist, daB aber bei py 6 bis 7 die am wenigsten 
gefarbten Praiparate erzielt werden. Die Untersuchung des Stickstoff- 
gehalts zeigt, daB derselbe durch die Einwirkung der Kohle bedeutend 
verringert wird. 

Wesentlich bessere Resultate wurden mit Carbo medicinalis ,,Merck* 
erreicht. 

b) Von einem frischen Toxin von 10Einh. pro Kubikzentimeter 
(3,26 mg N pro Kubikzentimeter) wurden Portionen auf px 5, 6, 7, 8 und 9 
eingestellt. Jeder Portion wurden 5% von Mercks Praparat zugesetzt ; 
nach erfolgtem Umschiitteln und 1%stiindigem Stehenlassen wurde 
filtriert. Auch in diesem Falle wurde weniger Toxin bei alkalischer als 
bei saurer Reaktion adsorbiert. 





Tabelle XI. 
Pu E pro eem | mg N pro eem re Farbe 
5 3,4 | 1,41 schwach gelblich 
6 3,7 1,43 farblos 
7 8,0 1,39 rs 
8 8,2 1,41 7 
9 8,2 1,33 . 


1 Wir nahmen auch Entfarbungsversuche mit Hefe vor, welche vorher 
6 Stunden im Vakuum gekocht und darauf mit einer groBen Menge Wasser 
ausgewaschen worden war. Es zeigte sich indessen, daB die Hefe wohl 
die Farbstoffe entfernte, gleichzeitig aber auch recht ansehnliche Toxin- 
mengen adsorbierte, so daB diese Methode praktisch nicht anwendbar war. 
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Es zeigt sich also, daB man eine vollstandige Entfarbung erzielen kann, 
doch mit einem unausbleiblichen Verlust von Toxin (etwa 20%). Der 
Stickstoffgehalt wird waihrend des Prozesses ebenfalls bedeutend verringert . 
Erhéht man die Kohlenmenge auf 10%, so wird auBer den Farbstoffen 
ungefaihr alles Toxin adsorbiert. 

Es hat sich nun gezeigt, daB die Entfairbung mit Kohle sehr gut gleich- 
zeitig mit der Adsorption vorgenommen werden kann, indem die Kohle 
{und mit ihr die Farbstoffe) dann auf dem Aluminiumhydroxyd fest sitzen 
bleibt. Die Kohle wird dem Toxin unmittelbar vor der Beimischung des 
Aluminiumhydroxyds zugesetzt. Die Waschung und Eluierung wird in 
gewohnter Weise vorgenommen. Es wurden eine Reihe verschiedenet 
Versuche mit Zusitzen von verschiedenen Kohlenmengen ('/,, 3/,, 1, 2 
und 5%) und bei verschiedenem px (5, 6, 7, 8, 9) ausgefiihrt. 

Die Versuche zeigten, daB man totale Entfairbung erreichen kann, 
wenn 1% Kohle oder mehr zugesetzt wird. Bei Zusatz von geringeren 
Mengen wird nur ein Teil der Farbstoffe entfernt, sodaB die Elution 
schwach gelblich wird. Indessen erzielten wir bei diesem Verfahren die 
besten Resultate (kleinster Verlust von Toxin) bei pq 7 bis 8. Bei einem 
Zusatz von 1% Kohle ist der Toxinverlust relativ gering (etwa 10°,). 
Setzt man dagegen 2°, zu, so verschwinden 20%, Toxin und bei 5°, Zusatz 
gegen 30%. 


10. Vergleichende Versuche mit Reinigung von Toxin 
und von Anatoxin. 


Wir haben fiir die bisher besprochenen Versuche ausschlieblich 
gewohnliches Diphtherietoxin benutzt. Sowohl aus Griinden theo- 
retischer als auch praktischer Art, auf die wir spater naiher eingehen 
werden, haben wir indessen einige Versuche tiber die Reinigung von 
Anatoxinen gemacht. Einige einleitende Versuche zeigten, dab 
diese sich ungefahr wie die unbehandelten Toxine verhielten. Um 
eine genauere Kenntnis des Verhaltens der Anatoxine gegeniiber 
Aluminiumhydroxyd im Vergleich zu den nicht formolbehandelten 
Toxinen zu erhalten, haben wir eine einzelne Toxinmischung, von 
welcher ein Teil in Anatoxin umgeformt wurde, genauer untersucht. 
Es ist hier ausschlieBlich mit 20°, Al (OH), adsorbiert worden, jedoch 
bei verschiedenem py sowie teilweise ohne Kohlenzusatz und teilweise 
mit Zusatz von 1 bzw. 2 und 5°, Kohle (Carbo medicinalis ,,Merck*‘) 
(kombinierte Adsorption). Bei den Versuchen mit Toxin ist auch 
hier Riicksicht auf die Giftigkeit genommen worden (sowohl durch 
direkte und indirekte Messung). 


a) Versuche mit Toxin. 


Da man bei der praktischen Herstellung gréBerer Mengen Toxin oder 
Anatoxin zur Immunisierung damit rechnen muB8B, als Grundlage eine 
Mischung verschiedener Toxine zu benutzen, haben wir fiir diese Versuche 
gerade eine solche gewahlt: Mischung 0*°. 








276 S. Schmidt u. A. Hansen: 


Diese Mischung bestand aus folgenden Toxinen!: 





KY. 
Anzahl Liter Merkzeichen ‘SE pro cem 
7 

12,0 PW 68/29 10,0 

13,5 103/70/29 11,5 

12,5 103/71/29 9,1 

11,0 103/72/29 11,5 

12,0 103)/73/29 12,8 

11,0 PW 74/29 11,0 

11,0 103/74/29 13,6 

7,0 PW 75/29 9,5 

11,5 103/75/29 7,1 
Gesamtmenge: 101,5 Durchschnittliche Starke: 10,7 


Bei der Messung wurde die Starke der Mischung genau 10 Einh. 


befunden, also etwas weniger als berechnet. Ky, 40 Minuten mit 
unserem Standardserum (bei 40°C). pg der Toxinmischung war = 7,65. 
L. 0,135 cem; Ly, = 0,11 cem; dmm = 0,0025 cem; Totalstickstoff- 


gehalt = 3,36 mg N pro Kubikzentimeter; Aminostickstoff = 1,76 mg 
pro Kubikzentimeter; Trockensubstanz = 0,0283g pro Kubikzentimeter. 

Wie erwahnt, wurden 20°, Al(OH), bei der Adsorption benutzt. Es 
wurde zweimal gewaschen und ebenso zweimal mit Phosphatlésung eluiert, 
wobei fiir die erste Elution ein Volumen Phosphatlésung, welches dem 
urspriinglichen Toxinvolumen entsprach, und fiir die andere Elution ein 
Drittel dieses Volumens angewandt wurde. 

Man wird aus den Tabellenresultaten ersehen, da bei px 7 bis 8 
am meisten Toxin adsorbiert wurde; dagegen war die Reinheit bei px 
8 bis 9 am gréBten. Das gleiche gilt bei der kombinierten Adsorption, 
deren Resultate im weiteren die Bedeutung der zugesetzten Kohlen- 
menge fiir die Reinheit der Elution zeigt. 


b) Entsprechende Versuche mit Anatoxin. 


Eine Portion der Toxinmischung wurde mit 6°/,, neutralem Formalin 
(gew6hnliche reine Handelsware, enthaltend 40°, Formaldehyd) 
versetzt und bei 37° in den Brutschrank gestellt. Nach Verlauf von 
6 Wochen war das Toxin in Anatoxin umgeformt; gleichzeitig war 
aber eine Schwachung (von etwa 12°.) erfolgt, da der Titer jetzt nur 
noch 8,8 Einh. pro Kubikzentimeter entsprach. Dieses Verhalten haben 
wir zu wiederholten Malen bei der Herstellung von Anatoxin beobachtet, 
doch kann dasselbe mehr oder weniger stark ausgepragt sein. Um diese 
Schwachung, welche unweigerlich stattfindet, wenn das py auf etwa 6,5 
sinkt, zu vermeiden, sollte man daher dafiir sorgen, daB das py des Toxins 


1 Alle Toxine waren aus Martinbouillon hergestellt, doch unter Vere 
wendung von zwei verschiedenen Subkulturen von Park-Williams Ba- 
zillus Nr. 8. 
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so hoch wie méglich ist, am besten 8,5. Sofort nach dem Formol- 
zusatz fallt das py, und gerade in den ersten Tagen oder der 
ersten Woche, bevor das Toxin in Anatoxin umgeformt wird, erfolgt 
die besagte Schwichung des antigenen Wertes. Das fertige Anatoxin 
ist gegeniiber Anderungen im py bei einem frischen oder einem nur 
teilweise umgeformten Toxin weit mehr resistent!). Im iibrigen war das 
Verfahren bei der Reinigung des Anatoxins das gleiche wie fiir 
das oben beschriebene Toxin. Aus Tabelle XIII sind die Resultate 
zu ersehen. 
Tabelle XIII. 
Reinigungsversuche von Anatoxin mit Aluminiumhydroxyd (einfache 
und kombinierte Adsorption). 








a) Einfache Ad- b) Kombinierte Ad-  ¢) Kombinierte Ad- dd) Kombinierte Ad- 
sorption sorption sorption sorption 
PH (ohne Kohle) (1 °/9 Kohle) (2 %9 Kohle) (5 °/g Kohle) 
E mg N (total) | E mg N (total) E mg N (total) E | mg N (total) 
5 || 2,1 0,217 2,1 0,140 — = — _ 
6 54 0,154 5,4 0,119 4,5 0,077 3,4 0,066 
7 48 0,112 4,8 0,091 4,2 0,059 3,1 0,056 
8 4,1 0,098 4,2 0,084 4,2 0,059 2,8 0,056 
9 31 0,077 3,1 0,077 3,0 0,053 2,4 0,053 
10 2.5 0,077 2,1 0,056 ~- — -— — 


Vergleicht man die Resultate dieser Tabelle mit den in Tabelle XII 
angegebenen, so sieht man, da bei Anatoxin die gréBte Ausbeute 
erzielt wird, wenn das px um 6 herum liegt. Mit steigendem py nimmt 
die Ausbeute darauf stark ab. Der Reinheitsgrad des Praparats ist 
ungefihr bei Anatoxin derselbe wie bei Toxin. 


11. Versuche mit eingedampftem und dialysiertem Toxin und Anatoxinproben. 


Wir haben mit den beiden genannten Toxinen und Anatoxinen 
eine Reihe Versuche vorgenommen, wo das Toxin bzw. das Anatoxin 
vor der Adsorption eingedampft und dialysiert wurde. Dieselben 
wurden mit 20°, Al(OH), unter Zusatz von 1°, Kohle (kombinierte 
Adsorption) ausgefiihrt. 


a) Versuche mit Toxin. 


Eine Portion der Toxinmischung wurde auf ein Zehntel ihres urspriing- 
lichen Rauminhalts eingedampft und hierauf bei 0° einige Tage aufbewahrt. 
Die klare Fliissigkeit schied sich von den Salzkristallen und wurde in ge- 
wohnter Weise dialysiert, bis sie phosphatfrei war. Die Starke war nun 
= 49 Kinh., was einer Verdoppelung des Rauminhalts wihrend der Dialyse 


1 Wie Ramon gezeigt hat, steigt ebenfalls die Thermostabilitat mit der 
fortschreitenden Umformung in Anatoxin. 
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entspricht. Die Lésung wurde teils in unverdiinntem Zustande und teils 

verdiinnt 1:1 bzw. 1:3 (mit destilliertem Wasser) adsorbiert. Die Starke 

der verschiedenen Elutionen ist aus der nachstehenden Tabelle ersichtlich. 
Tabelle XIV}. 


Eigenschaften der Elutionen. 





Angewandte Toxinlésung E dmm L+ mg N (total) 
1. Unverdinnt, 49 . . . | 16,8 (19,9) | 575 (575) 11 (13) (0,286 (0,329) 
2. Verdiinnt 1:1, 24,5 11,2 (12,0) | 350 (350) | 10 (10) 0,224 (0,266) 
3. Verdiinnt 1:3, 12,25. 5,6 ( 6.9) | 200 (300) 5 (6) | 0,182 (0,218) 


Man bemerkt, da8 die Ausbeute wesentlich gréBer ist, wenn die Toxin- 
lésung verdiinnt wird, z.B. 1:1, als wenn die unverdiinnte Lésung 
adsorbiert wird. Wir haben in der Regel gefunden, daB es nicht vor- 
teilhaft ist, starkere Toxinlésungen zu adsorbieren als solche, welche 
etwa 30, héchstens aber 40 Einh. enthalten. Aus Lésungen, welche 60 bis 
80 Einheiten enthalten, gewinnt man nicht mehr wirksamen Stoff als aus 
solchen, die 30 bis 40 Einheiten enthalten. Es ist hier von phosphatfrei 
dialysierten Lésungen die Rede, und somit spielen bei dem Absorptions- 
phanomen andere (noch unbekannte) Faktoren eine Rolle. 


b) Versuche mit Anatoxin. 


Eindampfen, Dialyse usw. wurden in gleicher Weise wie bei dem Toxin 
durchgefiihrt. Die fertig dialysierte Anatoxinlésung enthielt 42 Einh. pro 
Kubikzentimeter. Die Versuchsresultate sind aus Tabelle XV _ ersichtlich. 


Tabelle XV}. 





Eigenschaften der Elutionen 


Angewandte Anatoxin- E ie . - — —— 
lis oo ; mg N (total) 
ne E pro cem _* porn Ausbeute 
1. Unverdiinnt. . . . 42 15,5 (17,0) 0,285 (0,313) ca. 40% 
2. Verdiinnt (1:1). . 21 8,9 (10,0) 0,203 (0,231) , 50% 
3. Verdiinnt (1:3). . 10,5 5.4 (6,1) 0,175 (0,196) , 60% 


Man wird bemerken, daB die Ausbeute hier gleichmaBig mit (etwa 


40, 50 und 60%) der zuneshmenden Verdiinnung steigt. 


. 


Es muB hier eingeschaltet werden, daB in allen Fallen zweimal mit 
Phosphat eluiert worden ist, wie auch das Waschwasser und die Restlésung 
ebenfalls untersucht sind, doch sind die Resultate aus Platzriicksichten 
nicht mit auf den Tabellen verzeichnet; sie haben ja tiberdies nur eine 
untergeordnete Bedeutung. MHinsichtlich der Totalausbeute bei einer der- 
artigen einfachen Adsorption mit darauffolgender doppelter Eluierung be- 
merken wir, daB in diesem Versuch im besten Falle 75% erzielt wurden. 
Bei Eindampfen und weiterer Dialyse der Restlésungen kann mehr Toxin 


1 Die eingeklammerten Zahlen geben die Resultate mit Adsorption 
ohne Zusatz von Kohle an; man sieht, daB die Ausbeute dann etwas héher 
ist als mit der kombinierten Adsorption. 


Biochemische Zeitschrift Band 228. 19 








280 S. Schmidt u. A. Hansen: 


gewonnen werden, und solche Lésungen kénnen mit Vorteil mit frischen 
Toxinen gemischt und zur Immunisierung von Pferden benutzt werden. 
Auf diese Weise ist es méglich, die Verluste stark zu senken, im besten 
Falle sogar auf weniger als 10%. Im iibrigen sind die Verluste in erster 
Linie von der Beschaffenheit der Toxine abhingig und kénnen von einem 
Toxin zum anderen bedeutend variieren?. 

Will man vollstandig farblose, sehr starke Anatoxine erzielen, so ist es 
in der Regel notwendig, die Elution mit Kohle zu behandeln, und man 
kann dann den Kohlenzusatz wahrend der Adsorption selbst weglassen. 
Letztere Technik ist in den Fallen, wo man ein sehr antigenreiches Priparat 
zu erhalten wiinscht, vorzuziehen, denn es wird dann nimlich notwendig 
sein, die Elution selbst sehr stark einzudampfen, wobei leicht eine 
Dunkelfirbung entsteht (unvermeidliche Staubpartikel, Aufnahme von 
Sauerstoff usw.), und zwar sogar dann, wenn die verdiinnte Elution 
farblos ist. Man mu8 dann aber mit einem gréBeren oder kleineren Verlust 
an aktiven Stoffen rechnen. Als Beispiel einer derartigen Herstellung 
eines sehr starken Anatoxins (650 Einh. pro Kubikzentimeter) sei die- 
Reinigung von Anatoxin Nr. 72 angefiihrt, enthaltend 9 Einh. und 3,39 mg 
N pro Kubikzentimeter. 

Wir gingen von 8 Liter, d. h. 72000 Einh. aus. Es wurde in gewohnter 
Weise mit 20% Al(OH), (einfache Adsorption) adsorbiert. Dadurch er- 
zielten wir 8 Liter Elution, enthaltend 6,4 Einh. und 0,105 mg N pro Kubik- 
zentimeter. Diese Elution wurde auf | Liter eingedampft und dann 2 Tage 
bei 0° aufbewahrt, worauf die so erhaltene klare, gelbbraune Fliissigkeit 
3 Wochen dialysiert wurde. Das Dialysat, das jetzt phosphatfrei war, 
machte 1200 cem aus und enthielt 32 Einh. pro Kubikzentimeter einer 
Totalmenge von 38 300 Einh., d.h. etwas iiber 50% der urspriinglichen 
Menge entsprechend. Die Fliissigkeit wurde nun dreimal mit Kohle be- 
handelt (einfacher Zusatz mit nachfolgender Filtrierung unmittelbar nach 
der Aufbewahrung bei gew6nnlicher Zimmertemperatur) ; es wurden jedesmal 
2% Carbo medicinalis ,,Merck** benutzt. Darauf wurde bis auf 48 ccm 
eingedampft. Die Fliissigkeit war jetzt sowohl farb- als auch geruchlos, 
diinnfliissig und enthielt 650 Einh. und 1,95mg N (Total) pro Kubik- 
zentimeter. Die schlieBliche Ausbeute ist hier also nur 31200 Einh., was 
etwa 40% entspricht?, aber das gewonnene Praparat ist von hoher 
Qualitét (wie wir spater sehen werden, auch hinsichtlich der immuni- 
sierenden Wirkung). Man wird bemerken, daB das gereinigte Anatoxin 
(von 650 Einh.) nur 1,95 mg N pro Kubikzentimeter oder nur etwas mehr 
als die Halfte der Menge enthalt, welche das Ausgangsprodukt (9 Einh.) 
zeigt, némlich 3,39 pro Kubikzentimeter. Das gereinigte Priparat ist 
mit anderen Worten-etwa 165mal reiner als das rohe Anatoxin. 


12. Fallung von Toxinen mit Alkohol, Aceton usw. 


Da, wie gesagt, zur Herstellung von besonders starken aluminium- 
hydroxydgereinigten Praparaten Eindampfen und Dialyse der Elu- 
tionen erforderlich ist, was ziemlich viel Zeit in Anspruch nimmt, 


1 Es gibt sogar Toxine, die so wenig Ausbeute geben, daB es sich iiber- 
haupt nicht lohnt, eine Adsorption vorzunehmen. 

2 Der wirkliche Verlust ist natiirlich bedeutend geringer, da die 
Restlésung ziemlich viel aktiven Stoff enthielt, der auf die friiher be- 
sprochene Weise benutzt werden kann. 
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haben wir uns gefragt, ob man nicht auf schnellerem Wege eine ent- 
sprechende Konzentration der Elutionen erreichen kénnte, und wir 
haben daher versucht, dieselben mit gewissen organischen Fliissigkeiten, 
wovon bis jetzt Methylalkohol und Aceton erprobt wurden, zu fallen. 
Die Fallung von Toxinen mit Alkohol ist in ausgedehntem Grade 
von SBrieger und seinen Mitarbeitern sowie von Wassermann und 
Proskauer angewandt worden. Wir haben in erster Linie die Wirkung 
der drei genannten Stoffe auf gewéhnliche, rohe Toxinlésungen unter- 
sucht, und da uns diese Untersuchung Gelegenheit bot, einige 
interessante Beobachtungen zu machen, seien diese Versuche an dieser 
Stelle etwas naher besprochen. Die Fallungstechnik war folgende: 
Das Toxin (oder das Anatoxin) wurde langsam und unter stetigem 
Umrihren in das Fallungsmittel gegossen. Die Mischung wurde darauf- 
hin zentrifugiert und der getrocknete Bodensatz in einer passenden 
Menge Wasser aufgelést. 

Es wurde bei drei verschiedenen Temperaturen gefallt: 10, 0 und 
— 10°C. Fiir die Versuche, welche bei 10 und bei 0° ausgefiihrt wurden, 
kiihlten wir sowohl die Toxinlésung als auch das Fallungsmittel auf 
die betreffende Temperatur ab, bevor die Zusammenmischung vor- 
genommen wurde. Fiir die Versuche, welche bei — 10° ausgefiihrt wurden, 
wurde die Fallungsfliissigkeit auf diese Temperatur und die Toxinlésung 
auf 0° abgekiihlt. Fiir alle Versuche wurde ein und dasselbe Toxin, namlich 


Tabelle XVI. 














Temperatur nee Se gereinigten CH,0H C,H,OH (CHy)2C0 
10° Re a ea Cae ae ee 16,2 17,5 13,9 
0 SEP aes one 250 175 250 
gt Wi te tee eae 9,0 6.5 9,0 
heh 37 Min. 50 Min. 65 Min. 
2 ee 0,91 mg 1,33 mg 3,34 mg 
ee eee 0,276 , 0,318. ,, 1,225 . 
Trockensubstanz .... 68 , 128 , 282 , 
0° eae eee 14.6 12,4 13,9 
A Ek, Parga ey 375 175 375 
ere oS ee ke 6.5 9 9 
K, eeiilsse wild woe le > 30 Min. 78 Min. 30 Min. 
Be eee 0,63 mg 1,26 mg 34 mg 
N (Amino-)...... 0,114 , 0,242 . 1,201 , 
Trockensubstanz ... . os « i838 , 30,2 
SS J) Tee eee 14,6 15,3 13,9 
Pa ee 250 250 500 
TUDE, eee 6,5 9 9 
) Oa 37 Min. 85 Min. 45 Min. 
| CRAPS agee 0,85 mg 149 mg 3,47 mg 
m tem). www 0,129 , 0,349 ,, Law » 
Trockensubstanz ... . 64 =x 154 , 28,3 
19 
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Toxin Nr. E 30, welches i0,2 Einh., 500dmm_ und 11,5 L,-Dosen pro 

Kubikzentimeter enthielt, gebraucht. Der Trockensubstanzgehalt war 

= 28,9 mg, der Totalstickstoffgehalt = 3,29mg und der Aminostickstoff 
1,545 mg pro Kubikzentimeter. 

Jeder Versuch wurde mit 200 cem Toxin und 1800 cem Fallungsmittel 
ausgefiihrt. Der ausgeschiedene Bodensatz wurde in 100 ccm 0,9 %iger 
NaCl-Lésung aufgelést. Fiir die Fallung wurde Methylalkohol vom spezifi- 
schen Gewicht 0,7999, Athylalkohol vom spezifischen Gewicht 0,810 und 
Aceton vom spezifischen Gewicht 0,801 benutzt. Totalstickstoff und 
Aminostickstoff wurden nach Kjeldahls bzw. nach van Slykes Methode be- 
stimmt. Die Versuchsresultate sind in Tabelle XVI angefiihrt. 


Es geht aus der Tabelle hervor, daB die Methylalkoholfallung 
die reinsten Praparate ergibt. Die Acetonfallung bewirkt nicht Reinigung 
im eigentlichen Sinne des Wortes, doch hat das Aceton auf der anderen 
Seite den Vorteil, daB die spezifischen Eigenschaften des Toxins nur 
wenig oder gar nicht verindert werden, insbesondere, wenn die Tem- 
peratur niedrig ist. Denn es zeigt sich, daB einige der Praparate ihre 
Eigenschaft, Ausflockung mit Antitoxin geben zu kénnen, eingebiiBt 
haben, namlich die links vom fetten Strich auf der Tabelle stehenden. 
Das Praparat, welches mit Alkohol bei 0° gefallt war, bildet eine Art 
Ubergang, indem Ausflockung hier stattfinden kann, jedoch erst nach 
Verlauf von laingerer Zeit (etwa 24 Stunden). 


Vorlaufig haben wir Aceton nur zur Fillung von gereinigten 
Toxinen verwandt und zufriedenstellende Resultate erzielt. Fallung 
mit Aceton geht weit schneller als Dialyse. Phosphat wird aller- 
dings von Aceton auch gefillt, aber die Schwerléslichkeit desselben 
bei niedriger Temperatur gestattet ein Entfernen des Toxins durch 
schnelle Behandlung mit Wasser. 


13. Eigenschaften der gereinigten Toxine. 


a) Physikalische und chemische Eigenschaften. 


Toxinlésungen, welche mit Aluminiumhydroxyd allein gereinigt 
sind, haben meistens eine schwachere oder starkere gelbbraune Farbe, 
je nach dem benutzten Rohtoxin; sie sind selten ginzlich farb- 
los. Dieses ist dagegen, wie gesagt, bei den Toxinlésungen, welche 
durch kombinierte Adsorption hergestellt sind, der Fall, selbst wenn 
der Titer sehr hoch ist (500 bis 1000 Einh. pro Kubikzentimeter). 
Das Toxin, welches mit Methylalkohol gereinigt ist, ist gleichfalls fast 
farblos; benutzt man dagegen Athylalkohol, erhalt man meistens 
schwach gefarbte Lésungen. Die Toxine, die durch Fallung mit Aceton 
hergestellt werden, sind ungefaihr von derselben Farbe wie das Ausgangs- 
praparat, und obwohl dasselbe iibelriechend ist, erhalt man durch 
diese Behandlung geruchfreie Lésungen. 














Reinigung und Konzentrierung von Diphtherietoxin usw. 283 


Trockensubstanz und Stickstoffgehalt sind im vorstehenden 
besprochen worden. 

Uber die ibrigen chemischen Eigenschaften der gereinigten Toxine 
soll lediglich bemerkt werden, daB die Auflésung die gewohnten Protein- 
reaktionen zeigte. 


b) Immunologische Eigenschajften. 

a) Giftigkeit. Diese ist in den meisten Fallen etwas herabgesetzt 
so daB die Werte sowohl fiir dmm als auch fiir L, (Ly) bedeutend 
hoher (verglichen mit den L,-Werten) als bei den rohen Toxinen be- 
funden werden. 

B) Antitoxinneutralisierende Eigenschaften. Die gereinigten Toxine 
vermégen Antitoxin genau wie die entsprechenden Rohgifte zu neutrali- 
sieren. 

y) Ausflockungsfunktion. Diese wird wahrend der Adsorption 
mit Aluminiumhydroxyd (einfach oder kombiniert) nicht beeinfluBt, 
da die gereinigten Toxine mit Antitoxin in gleicher Weise und mit 
der gleichen Schnelligkeit ausflocken wie die Rohtoxine. Wie gesagt, 
verhalten sich alkoholbehandelte Toxine in dieser Beziehung anders. 

6) Stabilitat. Die Giftigkeit wird wahrend der Adsorption, wie 
bereits erwahnt, oft recht bedeutend herabgesetzt. Da die spezifische 
antigene Eigenschaft nicht beeinfluBt wird, ist hier nicht die Rede 
von einer ,,Toxin‘‘- Destruktion im Sinne des Wortes, sondern von einem 
UmformungsprozeB nach dem Schema Toxin — Toxoid. 

Die ausflockende und die antitoxinneutralisierende Eigenschaft 
bei den gereinigten Toxinen ist indessen bedeutend instabiler als bei 
den entsprechenden frischen Toxinen. Wahrend also die gewéhnlichen 
Diphtherietoxine mehrere Tage (oft sogar mehrere Wochen) im Brut- 
schrank aufbewahrt werden kénnen, ohne dab ein wesentlicher Unter- 
schied im Titer zu konstatieren ist (Ramon, S. Schmidt), verlieren 
die gereinigten Toxine nach 24stiindiger Aufbewahrung bei 37° etwa 
ein Drittel ihres spezifischen Antigenwertes. Bei andauerndem Auf 
bewahren bei dieser Temperatur schreitet die Destruktion rasch fort 
und ist nach Ablauf einer Woche fast vollstandig!. Es zeigte sich, dab 
die dialysierten, phosphatfreien Elutionen noch instabiler als die 
phosphathaltigen waren: wahrend somit letztere bei 0 bis 20° stabil 


1 Auch die Restlésung ist bedeutend weniger stabil als das Rohgiit, 
doch stabiler als die Elution. Im iibrigen wird eine einfache Dialyse das 
Stabilitaétsverhiltnis eines Toxins zu veraindern vermégen, da dialysierte 
Toxine instabiler sind als entsprechende Rohgifte. Dies ist nebenbei bemerkt 
schon friither von z. B. Sédallian und seinen Mitarbeitern und von Nélis 
konstatiert worden. Die gereinigten Toxine sind auch weit empfindlicher 
gegeniiber Saéuren und Alkalien als Rohgifte. 
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sind, tritt sogar bei 0° recht rasch eine partielle Destruktion der aus- 
flockenden Eigenschaft bei den dialysierten Lésungen auf. Wir 
dachten uns daher die Méglichkeit, daB Salze, eventuell Proteine, 
iiberhaupt pufferhaltige Stoffe, die gréBere Stabilitat des rohen Toxins 
bedingen kénnten. 

Wir erprobten daher die Stabilitét von Mischungen, bestehend 
aus rohem Toxin und 1. Phosphatpufferlésung bzw. 2. Martinbouillon, 
3. Restlésung der Adsorption, 4. gewdhnlichem, frischem Toxin und 
5. Chlornatriumlésungen verschiedener Starke. Die antigene Eigenschaft 
wurde in allen untersuchten Fallen in genau derselben Weise ab- 
geschwacht, was zeigt, daB wahrend des Reinigungsprozesses Ver- 
anderungen der Eigenschaften des Toxins erfolgt sein miissen, vielleicht 
eine physikalisch-chemische Zustandsveranderung der Toxinmolekiile, 
welche nicht so durchgreifend gewesen ist, dab die spezifischen Eigen- 
schaften davon berihrt worden sind. 


14. Umformung von gereinigten Toxinen in Anatoxine. 


Wie man erwarten sollte, erhalt das Stabilitatsverhaltnis der ge 
reinigten Toxine eine gewisse Bedeutung in der Frage der Umformung 
solecher Toxine in Anatoxine. Die Herstellung von Anatoxin geschieht 
bekanntlich durch Zusetzen von Formol (4 bis 6°/ 9) zu gew6hnlichem 
Toxin und darauffolgende Aufbewahrung der Mischung bei 37 bis 40° 
bis zur vollstandigen Entgiftung. Es zeigte sich indessen, daB eine 
Mischung von gereinigtem Toxin und Formol (4°/,,) ungefahr dasselbe 
Stabilitatsverhaltnis hatte wie das gereinigte Toxin ohne Formalin: 
etwa ein Drittel der spezifischen antigenen Eigenschaft wurde nach 
24stiindiger Aufbewahrung bei 37° vernichtet. Dagegen ging die 
Schwachung von nun an bedeutend langsamer vor sich, was mit der fort- 
schreitenden Umformung in Anatoxin in Ubereinstimmung ist. Wir 
versuchten indessen, ob die Umformung in Anatoxin bei gew6dlnlicher 
Laboratoriumstemperatur einigermaBen rasch stattfinden kénne. Es 
zeigte sich dabei, daB das gereinigte Toxin nach dem Zusetzen von 4°, 
Formalin und Aufbewahrung wahrend eines Monats ohne Verringerung 
des spezifischen Antigenwertes vollstandig in Anatoxin umgeformt 
war. Versuche mit kleineren Mengen Formalin (1 und 2°.) ergaben 
keine brauchbaren Resultate, da eine Entgiftung nicht einmal nach 
Verlauf von 2 bis 3 Monaten erreicht wurde. Auf Grund dieser Um- 
stande ziehen wir bei der praktischen Herstellung von gereinigten 
Anatoxinen vor, von Toxinen auszugehen, welche schon entgiftet 
sind, weil man in den gereinigten Toxinen nur geringe Mengen von 
Substanzen findet, welche das Formalin binden, so daB damit gerechnet 
werden muB, daB Anatoxine, welche aus giftigen Toxinen hergestellt 
werden, freies Formalin enthalten, was natiirlich sehr unangenehm 
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ist, wenn es sich darum handelt, derartige Praparate zur Immunisierung 
von Menschen zu verwenden. 


Wir haben in keinem einzigen Falle konstatieren kénnen, daB Ana- 
toxine wahrend des Reinigungsprozesses wieder einen giftigen Charakter 
angenommen haben. 


15. Immunisierungsversuche. 


Besonderes Interesse kniipft sich natiirlich an die immunisierende 
Eigenschaft der gereinigten Anatoxine. 

Bekanntlich erfordert eine wirksame Impfung von Menschen 
gegen Diphtherie (Schick + —» Schick +-) bis zu drei Injektionen von 
gewohnlichem Anatoxin. Allerdings kann man in mehreren Fallen das 
erwiinschte Resultat mit zwei, ja sogar mit einer Injektion erreichen. 
Doch muB man in solchen Fallen eine Schick-Probe! vornehmen, um 
sich das Resultat der Impfung zu sichern, so daB in allen Fallen mindestens 
zwei und in den meisten Fallen, wie gesagt, drei Injektionen in Frage 
kommen. 

Im weiteren geben Injektionen der rohen Anatoxine ja in einer ganzen 
Anzahl von Fallen AnlaB zu gréBeren oder kleinsren lokalen, zuweilen 
auch allgemainen Reaktionen. Diese sind allerdings in der iiberwiegenden 
Anzahl von Fillen unbedeutend, oder sie treten tiberhaupt nicht auf, doch 
hat die Furcht vor etwaigen unangenezhme2n Nebenwirkungen sowie der Nach- 
teil der wiederholten Behandlung dazu beigetragen, daB sowohl Laien wie 
verschiedene Arzte (nicht zum wenigsten Kinderarzte) in Landern, wo 
die Bevélkerung im ganzen genommoen fiir die Vakzinationspropaganda 
wenig empfanglich ist, eine recht reservierte Haltung gegeniiber der Immuni- 
sierung gegen Diphtherie in gréBerem MaBstab einnehmen. 

Es bestand daher alle Veranlassung, Versuche zur Herstellung 
von Praparaten zu machen, welche gleichzeitig wenig oder gar keine 
Reaktion gaben und eine so hohe immunisierende Eigenschaft besaben, 
daB eine einzige Injektion geniigen wiirde, in so gut wie allen Fallen 
eine solide Immunitaét zu bewirken®. 


1 Wir werden hier auf den Wert der eifrig diskutierten Schick-Probe 
nicht niher eingehen. Der Wert der Probe wird ohne Zweifel erhoht werden, 
wenn man sich einmal iibsar die Anwendung von standardisierten Toxinen 
einig geworden ist, denn nur in diesem Falle kann man die Resultate, welche 
an verschiedenen Orten erzielt worden sind, vergleichen. 

2 Es wird selbst bei Verwendung der starksten Antigene kaum zu 
vermeiden sein, daB ganz vereinzelte Individuen — trotz energischer 
Immunisierung — keine Antistoffe bilden. Es besteht bekanntlich in dieser 
Hinsicht .ein ungeheurer Unterschied bei den verschiedenen Organismen. 
So haben wir einige Pferde baobachten kénnen, welche trotz energischer 
Immunisierung mit starken Toxinen wahrend Monaten nur ganz un- 
bedeutend? Mengen Antitoxin (1 bis 2 A.-Einh. pro Kubikzentimeter) 
bildeten. wahrend die Durchschnittsmenge bei einer gréBeren Anzahl serum- 
produzierender Pferde, immunisiert unter den gleichen Bedingungen, 
etwa 1000 A.-Einh. pro Kubikzontimeter war. 
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Hinsichtlich der Reaktionen hat es sich gezeigt, daB durch Ein- 
spritzung von groBen Mengen (bis 5 ccm) gereinigtem Anatoxin (sogar 
von Praparaten bis zu 1200 Einh. pro Kubikzentimeter) weder lokale 
noch allgemeine Reaktionen entstehen. 


Wir haben sowohl Kaninchen als auch Meerschweinchen probiert, 
sowie intravenése, subkutane und intrakutane Injektionen angewandt. 
Bekanntlich ist die Haut weiBer Kaninchen gegeniiber kleinen Mengen 
Diphtheriegift auBerst empfindlich'. Nichtsdestoweniger haben wir 0,1 bis 
0,2 cem gereinigte und konzentrierte Anatoxine intrakutan diesen Tieren 
einspritzen kénnen, ohne irgendwelche Reaktion zu bewirken. Die ge- 
reinigten Anatoxine verursachen demnach anscheinend nicht starkere 
! Reaktionen als die rohen Anatoxine, jedenfalls wenn es sich um Versuchs- 

tiere handelt ?. 


Nach Ramons Untersuchungen, welche von Glenny und seinen Mit- ) 
arbeitern S. Schmidt, H. Schmidt und W. Scholz, Antona und mehreren anderen . 
bestatigt werden, ist der Gehalt an Einheiten eines Toxins (Anatoxins) 
in erster Linie fiir dessen Wert als Antigen maBgebend. Dann aber be- 
zeichnet auch die Ausflockungszeit (K,) bis zu einem gewissen Grade die 
Qualitaét des Toxins (Anatoxins). Je schneller ein Toxin oder Anatoxin 
mit Antitoxin waihrend der Ausflockung reagiert, desto besser ist die immu- 
nisierende Ejigenschaft desselben (Ramon, Sdrodovski und Chalapina). 
Da nun, wie friiher erwahnt, die gereinigten Toxine und Anatoxine sowohl 
die antitoxinneutralisierende wie die ausflockende Eigenschaft unverandert 
beibehalten hatten, muBte man im voraus erwarten, daB die immunisierende 
Eigenschaft ebenfalls unveraindert sein wiirde. Dieses zeigten nun gerade 
unsere Immunisierungsversuche. 

Die Technik bei den Immunisierungsversuchen war folgende: Meer- 
schweinchen von etwa 300 g erhielten eine einzige Injektion des Anatoxins, 
welches erprobt werden sollte. 3 Wochen spater wurde die Immunitat der 
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bi 1 Unser Kollege, Dr. Claus Jensen, der gegenwirtig gerade die Eigen- 
schaften der Anatoxine durch Immunisierung von Menschen studiert und 
der in ausgedehntem MaB8e Kaninchen fiir Antitoxinmessungen benutzt, 
hat eine deutliche Reaktion (Réte, Infiltrierung) durch intrakutane In- 
jektion von 1/3999 dmm von Diphtheriegift erzielt. 
2 Damit soll nicht gesagt werden, daB das gleiche bei Menschen der 
Fall sein wird. Meerschweinchen und Kaninchen sind bekanntlich Schick- 
positiv, also nicht allergisch gegeniiber dem Protein des Diphtheriebazillus. 
s Die meisten Forscher neigen der Ansicht zu, daB die bei Menschen beob- 
1} échteten Reaktionen allergischen Charakters sind. Ramon glaubt immerhin, 
Me iek, da8B die abgebauten Proteinstoffe, welche bei der Vergaérung des Fleisches 
: waihrend der Herstellung der Diphtheriegiftbouillon gebildet werden, 
vielleicht in dieser Beziehung auch eine Rolle spielen, weshalb er dazu 
iibergegangen ist, unvergorene Bouillon zu verwenden. Nun liegt wohl 
die Vermutung nahe, daB die Proteine, welche in den gereinigten Toxin 
lésungen zuriickbleiben, eben gerade die Proteine des Diphtheriebazillus 

{ sind, und erst die klinischen Versuche kénnen daher entscheiden, wie es 
sich mit der gréBeren oder kleineren Unschadlichkeit der gereinigten Ana- 
toxine verhalt. 





tanto ow ee = A 





Set OOo ee oe 








t, 
It. 
an 
is 
an 


re 


S- 


n 
s) 
‘ie 
in 
u- 


h- 





rs peel 


PEL ora a 





Reinigung und Konzentrierung von Diphtherietoxin usw. 287 


Tiere gepriift, indem eine gewisse Anzahl tédlicher Dosen! eines bestimmten 
Diphtheriegiftes injiziert wurde. Die Anatoxine wurden im voraus titriert, 
und es wurde stets die gleiche Anzahl Immunisierungseinheiten (in der 
Regel 10) der verschiedenen Anatoxine eingespritzt. 


Da man also durch eine einzige Injektion die erforderliche Immunitat 
bewirken soll, nahmen wir vorerst einige Versuche zur Bestimmung 
der Antigenmenge vor, welche imstande war, ein Meerschweinchen 
unter den oben erwahnten Versuchsbedingungen immun zu machen. 


Nach Ramons Anweisungen behandelt man bekanntlich Menschen, 
die gegen Diphtherie immunisiert werden sollen, folzendermaBen: Zuerst 
wird 4% ccm Anatoxin verabfolgt, 3 Wochen spiter wird | cem und 14 Tage 
nach der zweiten Injektion 1,5 cem injiziert. Nehmen wir an, daB ein 
ziemlich gutes Anatoxin 10 Einh. pro Kubikzentimeter enthalt. Dies will 
mit anderen Worten heiBen, daB die erste Injektion 5 Einh. entspricht. 
wahrend die Gesamtmenge = 20 Einh. ist. Schlagen wir das Durchschnitts- 


1 Eine tédliche Dosis Diphtheriegift (dmm) wird gewéhnlich als die 
Giftmenge definiert, welche ein Meerschweinchen im Laufe von 4 bis 5 Tagen 
gerade tétet. Indessen zeigt es sich, daB eine derart gewahlte Dosis nur 
imstande ist, einen gewissen Prozentsatz von Tieren zu téten. Nimmt man 
eine geniigende Anzahl von Tieren, so wird ein Teil derselben iiberleben. 
Das Gift, welches wir benutzten (43%), wurde daher im voraus recht genau 
gepriift, indem eine Reihe verschiedener Dosen einer Anzahl Meerschwein- 
chen (fiinf Tiere fiir jede Dose) eingespritzt wurde. Hierbei zeigte es sich, 
daB fiinf Tiere, welche mit !,,.9 cem injiziert wurden, mit Infiltration und 
Gewichtsabnahme alle iiberlebten. 1'/,;,cem vermochte ein Tier unter 
fiinf zu téten. Bei einer Injektion von !/,.,cem verendeten zwei Tiere 
von fiinf. Dagegen vermochte !/,99 cem, welches also der Definition dmm 
am niachsten entsprechen sollte, vier Tiere von fiinf zu téten (ein Tier ver- 
endete im Laufe von 2% bis 3 und drei Tiere verendeten innerhalb 314 bis 
4Tagen). Bei einer Injektion von '/,,, cem verendeten alle fiinf Tiere (als aber 
der Versuch wiederholt wurde, verendeten nur vier von fiinf Tieren), 
namlich drei im Laufe von 2% bis 3 und zwei innerhalb 114 bis 2 Tagen. 
Sodann tétete '/,., ccm drei Tiere im Laufe von 21% Tagen, ein Tier inner- 
halb 2 Tagen und ein Tier innerhalb 114 Tagen, wogegen vier von den 
fiinf Tieren, die '/,99 ccm erhielten, im Laufe von 114 Tagen und das fiinfte 
innerhalb 2 Tagen verendete. Wir haben hierauf */,9),ccem fiir unsere 
Versuche gewihlt, um sicher zu sein, eine unbedingt tédliche Dosis zum 
Arbeiten zu haben. Natiirlich kann man auch eine Dosis anwenden, welche 
nur einen gewissen Prozentsatz von Tieren tétet, doch mu8 man in diesem 
Falle eine weit gréBere Anzahl Tiere benutzen. Wenn wir dieses Verhaltnis 
in allen Einzelheiten besprochen haben, so ist der Grund der, daB in der 
Literatur sozusagen nie naher bezeichnet ist, was man unter einer tédlichen 
Dosis versteht, und beim Vergleichen unserer Versuche mit denjenigen 
ahnlicher Art anderer Forscher haben wir den Eindruck erhalten, daB allzu- 
oft zu niedrig ausgewahlte Toxindosen bei Immunisierungsversuchen 
angewandt werden. Am besten wire es natiirlich, bei solchen Versuchen 
auch die antitoxinneutralisierende Eigenschaft, d.h. L,,L, und L, anzugeben. 
Diese Werte waren bei dem von uns benutzten Toxin 0,11 bzw. 0,16 und 
0,12, so daB */,5,cem also 0,09 A.-Einh. zu neutralisieren vermag. 
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gewicht von Kindern (von etwa 7 Jahren) auf 25000 bis 30000 g an, so sollte 
ein Meerschweinchen von 250 bis 300 g etwa '/,9) der Kindern verabfolgten 
Menge erhalten. Es wurden danach 0,5 Einh. einer Reihe von Meerschwein- 
chen injiziert. 3 Wochen spéiter wurden einige dieser Tiere gegeniiber 
1dmm probiert. Sie verendeten zu gleicher Zeit wie die Kontrolltiere. 
Der Rest der Tiere erhielt danach 0,1 Einh., worauf nach Ablauf von 
2 Wochen die Immunitaét untersucht wurde; auch von diesen Tieren zeigte 
sich keines als immun. Die Tiere, welche iiberlebten, erhielten nun 0,15 Einh. 
und 14 Tage spaiter wurden einige derselben mit 1 dmm und andere mit 
25dmm behandelt. Es zeigte sich hierbei, daB einige (etwa die Hialfte) 
Injektionen von 1 dmm iiberleben konnten, wogegen ganz wenige gegeniiber 
25 dmm resistent waren. Mit anderen Worten, man kann nicht, selbst mit 
drei Injektionen, bei Meerschweinchen in 100% der Falle durch drei In- 
jektionen von Anatoxinmengen, die quantitativ den Mengen entsprechen, 
welche bei der Injektion von Menschen benutzt werden, Immunitiét er- 
zielen?. 

Wir versuchten danach, eine Menge Anatoxin, welche vorher in drei 
Einspritzungen verabfolgt wurde, also 2 Einh., zu injizieren. Es wurde 
hierzu ein Anatoxin, das 16 bis 17 Einh. pro Kubikzentimeter enthielt, 
angewandt. Nach Verlauf von 3 Wochen wurden fiinf Tiere gegeniiber 
ldmm gepriift. Drei Tiere iiberlebten, waihrend zwei verendeten. Von 
fiinf anderen Tieren, die 10 dmm empfingen, iiberlebten zwei, wahrend drei 
verendeten. AuB2rdem wurden fiinf Tiere gegeniiber 50 dmm und schlieBlich 
fiinf Tiere gegeniiber 100dmm gepriift. Diese verendeten alle. Mittels 
Durchpriifung einer ganzen Reihe verschiedener Anatoxine von ver- 
schiedenesr Starke wurde indessen gefunden, da8 eine einzige Injektion von 
2 Einh. nur ausnahmsweise imstande war, ein Meerschweinchen gegeniiber 
1 dmm resistent zu machen. Wir erhielten iiberhaupt durch diese Versuche 
einen deutlichen Eindruck der auBerordentlich groBen individuellen Ver- 
schiedenhsiten, welche Meerschweinchen aufweisen, teils hinsichtlich der 
Antistoffproduktion und teils beziiglich der Empfindlichkeit gegeniiber 
Diphtheriegift. 

Eine Reihe weiterer Versuche zeigte, dab man Meerschweinchen 
etwa 10 Einh. einspritzen sollte, wm eine Immunitdt zu erzielen, welche 
es der GroBzahl der Tiere erméglicht, 3 Wochen spéiter eine Injektion 
von 1dmm des Diphtheriegiftes, welches wir benutzten, zu iiberleben. 


Von einigen frischen Anatoxinen verschiedener Starke wurden 10 Einh. 
subkutan einer Reihe Meerschweinchen eingespritzt. Es wurden 20 Tiere 
fiir jedes Anatoxin genommen. 3 Wochen nach der Injektion wurde die 
Halfte der Tiere mit 1 dmm und die andere Halfte mit 10 dmm des friiher 
besprochenen Toxins 4378 behandelt. Es zeigte sich hierbei, daB 50 
bis 90%, der Tiere die Injektion von 1 dmm iiberleben konnten, waihrend 
10 bis 40% die Injektion von zehn tédlichen Dosen iiberlebten. 

Das eine der hier untersuchten Anatoxine war das friiher besprochene 
Nr. 3778, welches 16,5 Einh. pro Kubikzentimeter enthielt. Von den Tieren, 
die mit 10 Einh. behandelt wurden, iiberlebten 80% Injektion von 1 dmm, 


1 Wenn die franzésischen Forscher (Ramon und seine Mitarbeiter, 
Martin und andere) einen so hohen Prozentsatz von Schick-negativen 
Personen bei drei Injektionen erreicht haben, so darf man vielleicht daraus 
schlieBen, daB Menschen leichter zu immunisieren sind als Meerschweinchen. 
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wogegen 40°% Injektion von 10dmm iiberlebten. Mit diesem Anatoxin 
wurde eine Reihe von Tieren unter Benutzung von 25 Einh. immunisiert, 
im tibrigen aber unter den gleichen Versuchsbedingungen. In diesem 
Falle tiberlebten saimtliche Tiere eine Injektion sowohl von 1 wie von 
10 dmm. 

Es zeigt sich also, daB man unter den hier genannten Versuchs- 
bedingungen durch eine einzige Injektion ven 25 Einh. in 100°) Fallen 
Immunitét bewirken kann. Wir werden hier einige Beispiele der immuni- 
sierenden Eigenschaft der gereinigten Toxine anfiihren. 

1. Anatoxin 0*®*, durch kombinierte Adsorption mit Al(OH), und 
Kohle gereinigt. Es wurde die einfache, nicht eingedampfte Elution, welche 
5,6 Einh. pro Kubikzentimeter enthielt, verwandt. 20 Tiere wurden mit 
10 Einh. gespritzt und 3 Wochen spater gegeniiber einer bzw. zehn tédlichen 
Dosen Diphtheriegift gepriift. Alle Tiere iiberlebten die Toxininjektionen. 

Kontrollversuche mit dem entsprechenden rohen Anatoxrin 0® ergaben 
folgendes Resultat: 90° der Tiere tiberlebten die Injektion von 1 dmm, 
wihrend nur 50% eine Injektion von 10 dmm iiberlebten. 

In diesem Falle sieht es also aus, als ob das gereinigte Anatoxin eine 
kraftigere immunisierende Wirkung besiBe als das entsprechende rohe 
Anatoxin. Auf Grund der begrenzten Anzahl Versuchstiere beschranken 
wir uns darauf, festzuhalten, daB das gereinigte Anatoxin mindestens ebenso 
gut immunisiert wie das entsprechende rohe Anatoxin. 

2. Anatoxin 76, durch kombinierte Adsorption gereinigt, jedoch so, 
daB die eingedampften Elutionen nach erfolgter Filtrierung aufs neue zu 
wiederholten Malen mit Kohle behandelt wurden. Dieses Anatoxin enthielt 
650 Einh., war farb- unl geruchlos. 1lccm enthielt bedeutend weniger 
Stickstoff als 1 cem des Ausgangstoxins (siehe Naheres 8! 280). Es wurden 
40 Tiere immunisiert, die Halfte mit 10 Einh. und die andere Halfte mit 
25 Einh. 3 Wochen spiater zeigten alle Tiere sich als resistent, sowohl die- 
jenigen, welche gegeniiber 1dmm als auch die, welche gegeniiber 10 dmm 
gepruft wurden. 

3. Anatoxin K*®, durch einfache Adsorption mit Al(OH), gereinigt. 

Das Praparat, welches braéunlich war (etwas dunkler als das Ausgangs- 
toxin) enthielt 1200 Einh. pro Kubikzentimeter. Es wurden, wie in den 
vorstehenden Versuchen, 40 Tiere immunisiert. Von den Tieren, welche 
16 Einh. erhielten, zeigten sich 80° gegeniiber einer Injektion von 1 dmm 
resistent, waihrend 100°, (!) eine Injektion von 10dmm_iiberlebten'. 
Von den Tieren, welche mit 25 Einh. immunisiert wurden, :iiberlebten 100°, 
eine Behandlung mit 1 dmm, wogegen nur 80% die Injektion von 10 dmm 
iiberlebten ?. 

Zusammenfassung der Versuchsresultate. 


Durch eine kombinierte Adsorption von Toxinen und Anatoxinen 
mit Aluminiumhydroxyd (nach Wéllstdtter hergestellt) und Kohle 


* Siehe Reinigungsversuche §. 278. 

1 Dieser Versuch zeigt besser als irgend etwas anderes, wie groBe 
gegenseitige Unterschiede man bei Meerschweinchen findet und wie viele 
Tiere man in Wirklichkeit anzuwenden genétigt ist, wenn man abgeklirte 
Resultate erreichen will. 

2 Wiederum besteht hier eine UnregelmaBigkeit, indem die oben er- 
wahnten zehn Tiere, welche nur 10 Einh. erhielten, simtlich die Injektion 
von 10 dmm iiberlebten. 
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ist es uns gelungen, stark konzentrierte, farb- und geruchlose Toxin- 
und Anatoxinlésungen herzustellen, welche die spezifischen immuno- 
logischen Eigenschaften der rohen Toxine und Anatoxine beibehalten 
hatten. Durch das von uns hier beschriebene Verfahren kann man Toxine 
und Anatoxine herstellen, welche 500 bis 1000 Einh. pro Kubikzentimeter 
enthalten und deren Proteingehalt den Proteinstoffgehalt gewdhnlicher 
Rohgiftlésungen nicht iibersteigt. 


SchluBbemerkungen. 


Durch die Untersuchungen, tiber deren Resultate wir in der gegen- 
wartigen Abhandlung Bericht erstattet haben, glauben wir eine experi- 
mentale Grundlage geschaffen zu haben, welche die Méglichkeit einer 
Verbesserung der bisher angewandten Technik bei der Impfung von 
Menschen gegen Diphtherie eréffnet. Es ist zu hoffen, daB man bei 
Verwendung von hinlanglich starken, gereinigten Anatoxinpraparaten 
imstande sein wird, mit Hilfe einer einzigen Injektion im Laufe von 
kurzer Zeit (einige wenige Wochen) eine hinlainglich kraftige Immunitat 
zu erzeugen, um den Organismus gegen eine Diphtherieintoxikation 
zu schiitzen. Unseres Erachtens handelt es sich lediglich darum, 
hinreichend groBe Antigenmengen zufiihren zu kénnen. Wie grobe 
Mengen man anwenden soll — ob 100 bis 200 Einheiten geniigen 
oder ob 500 bis 1000 Einheiten oder mehr gefordert werden, kann 
man natiirlich nicht direkt aus den Versuchen an Tieren schlieBen —, 
l4Bt sich nur durch klinische Untersuchungen in geniigend groBer 
Zahl feststellen. Ist dieses einmal festgelegt, so muB man dann die 
Starke der Praparate danach einrichten. 


Literatur. 


G. Abt, Ann. Pasteur 42, 1336, 1928. — Bdcher, Kraus u. Léwenstein, 
Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 42, 350, 1925. — Brieger u. Boer, Zeitschr. 
f. Hyg. 21, 259, 1896. — Glenny, Pope u. Waddington, Journ. of Pathol. and 
Bact. 28, 279, 1928. — Glenny u. Walpole, Journ. of Hyg. 9, 298, 1915. — 
Kissin u. Bronstein, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 56, 11, 1928. — Kouli- 
koff u. Smirnoff, Ann. Pasteur 41, 1166, 1927. — Leulier, Sédallian u. Clavel, 
C. r. Soc. Biol. 99, 746, 1928. — Linderstrém-Lang u. Schmidt, C. r. Lab. 
Carlsberg 18, 3, 1930. — Madsen u. Schmidt, Bull. Acad. Roy. Sci. Dane- 
mark 8, 6, 1928. — W. Pick, Kolle u. Wassermanns Handb. d. pathol. 
Mikroorg. 1, 685, 1912. — G. Ramon, C. r. Soc. Biol. 98, 1504, 1928. — 
Derselbe, Ann. Pasteur 42, 959, 1928. — Roux u. Yersin, ebendaselbst 2, 
629, 1888; 8, 273, 1889; 4, 385, 1890. — S. Schmidt, Zeitschr. f. Immunitats- 
forsch. 59, 82, 1928. — Sédallian u. Gaumont, C. r. Soc. Biol. 97, 93 1927. 
— Watson u. Langstaff, Biochem. Journ. 20, 763, 1926. — Watson u. Wallace, 
Journ. Pathol. and Bact. 27, 289, 1924. — Willstdtter, Kraut u. Erbacher, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 58, 2448, 1925. 

















Av 


7 oe 


% 
y 
$ 





Reinigung und Konzentrierung von Diphtherietoxin 
und Diphtherieanatoxin durch Ausfillung mit Siuren. 


Von 


S. Schmidt und K. A. Kjaer. 
(Aus dem Staatlichen Serum-Institut zu Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 11. September 1930.) 


Unter den Methoden, welche insbesondere in den letzten Jahren 
bei der Reinigung von Diphtherietoxin und Diphtherieanatoxin An- 
wendung gefunden haben, miissen in erster Linie die Saurefallungs- 
methoden genannt werden. Eine grobe Anzahl von Forschern haben 
sich, seitdem Glenny und Walpole (1915) das Prinzip angaben, damit 
beschaftigt. Wir wollen unter diesen Arbeiten vor allem diejenigen 
von Watson und Wallace, Watson und Langstaff, Sédallian und Gaumont, 
Leulier, Sédallian und Gaumont, Kulikoff und Smitnoff, Kissin und 
Bronstein, Ramon usw. hervorheben. 


Die Vorteile dieser Methode sind in der einfachen Technik zu finden: 
Man setzt dem rohen Diphtheriegift Siéuren (Essigsiéure, Salzsiiure) zu, 
bis der isoelektrische Punkt des Toxinproteins erreicht ist. Nach kiirzerer 
oder langerer Zeit wird dann ein flockiger Bodensatz ausgeschieden, welcher 
nach der Abzentrifugierung und Waschung durch Zusetzen von kleinen 
Mengen Natron aufgelést werden kann. Auf diese Weise kann man in einem 
ganz kleinen Rauminhalt einen gewissen Prozentsatz (der je nach dem 
angewandten Toxin stark variiert) des im rohen Giftbouillon vorhandenen 
aktiven Stoffes erzielen. Der GroBteil der stickstoffhaltigen, unspezi- 
fischen Stoffe, Salze usw. bleibt in der Restlésung zuriick. Da unter den 
bis jetzt angegebenen Reinigungsmethoden fiir Toxin wohl keine so einfach 
im Prinzip ist wie die Fallung mit Sauren, haben wir eine Reihe von Ver- 
suchen damit gemacht und insdesondere die Resultate mit denjenigen ver- 
glichen, welche durch Adsorption von Toxin mit Aluminiumhydroxyd 
nach einer kiirzlich von K. Linderstrém-Lang und S. Schmidt' beschriebenen 
und von A. Hansen und S. Schmidt? naiher ausgearbeiteten Technik erreicht 
werden kénnen. 

Fiir unsere Versuche haben wir teils frische Toxine, teils Anatoxine 
benutzt. Es ist sowohl die Einwirkung von Essigsiure als auch von 


1 CG. r. Laborat. Carlsberg 18, 1930, Nr. 3. 
2 Diese Zeitschr. 228, 263, 1930. 
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Salzsiure gepriift, ebenso ist die Bedeutung der Einwirkungszeit von 
Sauren, Temperatur und Wasserstoffionenkonzentration naher unter- 
sucht worden. Wir werden zunachst eine kurze Beschreibung der 
Versuchsmethodik geben. 


AuBer dem eigentlichen Reinigungsproze8B wurde eine Vorprobe mit 
kleinen Mengen Toxin in der von Kissin und Bronstein empfohlenen Weise 
gemacht: Einer Serie Reagenzgliser mit je 5 ccm Toxin’ werden 
fallende Mengen Normalsaéure (in der Regel Salzséure) zugesetzt. Nach 
erfolgtem Umschiitteln werden die Glaser bei Zimmertemperatur aut- 
bewahrt, und es wird sorgfaltig kontrolliert, welche Mischung zuerst flockt. 
Die Ausflockung tritt in einer derartigen Reihe von Mischungen wie in einer 
.Zone auf, indem erst ein einziges oder zwei Gemische reagieren, woraut 
sich der ProzeB auf einen Teil der iibrigen verbreitet. Bei einem geniigend 
groBen Uber- oder Unterschu8 von Saure erfolgt keine Prazipitation. Eine 
Messung der Wasserstoffionenkonzentrationen in den _ verschiedenen 
Mischungen (elektrometrisch bestimmt, mit einer Kalomelelektrode 
als Standard) zeigte, daB die Ausfallung ungefihr gleichzeitig zwischen 
pu 3,1 und 4,1 liegt, in der Weise, daB der gréBte und zuerst auftretende 
Bodensatz in der Regel bei py 3,5 gebildet wird. Uber py 4,1 und unter 3,1 
tritt ebenfalls Ausfallung auf, doch kommt dieselbe etwas spiter und ist 
sparlicher. 

Die Toxinlésungen und Saéuren wurden 24 Stunden vor dem Versuch 
auf die Temperatur gebracht, bei welcher die Fiallung stattfinden sollte. 
Durch Zentrifugierung waihrend 15 Minuten (3000 Umdrehungen pro 
Minute) wurde eine vollstandige Scheidung zwischen Bodensatz und Fliissig- 
keit erreicht. Der Bodensatz wurde zweimal mit einer Pufferlésung desselben 








Tabelle I. 

_ «|| Kinwirkungs- || ——-igenschaften des gereinigten Praparats 
PH Temperatur | zeit - : —_—— 7 eaten a _ 

Std. c* + dmm o)) 

0° | 31, 49 15,5 435 175 

7 49 13,0 360 175 

8 1 | 18° 81 lo 49 14,5 860 175 

, 7 49 12.5 400 175 

370 | 1 49 14,5 400 175 

\ 31/g 42 10,0 100 137 

00 31g 57 25,0 400 204 

7 57 20,0 500 172 

31 57 25,0 450 204 

oo 1 7. 49 8.5 150 218 

370 | 1 57 25,0 500 204 

31/4 42 12.5 330 137 

0° 3/ 57 33,5 500 204 

z 8? 25,0 650 204 

a 5,0 500 175 

2 te foe * | & 12'5 360 196 

| B70 1 | 87 | 168 400 204 

87, | 4 | 10,0 350 147 





* E = Toxin- bzw. Anatoxineinheiten. 
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pu wie die Toxinséuremischung gewaschen und hierauf in einem Phosphat- 
puffergemisch von pq = 8,0 aufgelést. Es war hier zuweilen notwendig, 
etwas Natron tropfenweise hinzuzusetzen, um eine klare Lésung zu erzielen. 
Darauf wurde die Toxinlésung (und in einigen Fallen auch die Restlésung) 
auf ihren Gehalt an antitoxinneutralisierenden Substanzen und auf Giftigkeit 
untersucht, wobei Ramons bzw. Ehrlichs Methode benutzt wurde. Die 
immunisierende Eigenschaft wurde mit Hilfe von Meerschweinchen be- 
stimmt. Im weiteren wurden Stickstoffbestimmungen (Kjeldahl) sowie 
einige chemische Reaktionen (fiir Proteinstoffe) vorgenommen. 

Zu den eigentlichen Versuchen benutzten wir 400 ccm Toxin fiir jede 
Probe, und der Bodensatz hiervon wurde in 40 ccm Fliissigkeit aufgelést. 
Es wurden Versuche bei 0, 18 und 37° vorgenommen. Bei den ersten beiden 
Temperaturen wurden die Gemische Toxin—Saure 3, 444 bzw. 7 Stunden, 
bei 37° dagegen 1 bzw. 314 Stunden stehengelassen. Zuerst wurden einige 
orientierende Versuche mit Toxinen verschiedenen Ursprungs und ver- 
schiedener Stirke ausgefiihrt, fiir die nachstehenden Versuche jedoch 
benutzten wir ein und dasselbe Toxin, O**, welches aus verschiedenen 
Toxinen bestand, simtlich aus Martinbouillon hergestellt, doch von ver- 
schiedener Starke. Die Eigenschaften der Toxingemische waren folgende: 


Ly = 0,10 

Lo 0.11 

L, 0,135 

dmm = 0,0025 

Ky 40 Minuten bei 40° 


N (Kjeldahl) = 0,334 mg pro Einheit 


Tabelle I enthalt die Resultate der bei px 3,1 bzw. 3,5 und 4,1 aus- 
gefiihrten Versuche. 

&) po 3,1: Wie man aus den in der Tabelle wiedergegebenen Resultaten 
ersieht, sind sowohl Ausbeute als auch Reinheit der Praparate ungefahr 
gleich, wenn man von der Probe, welche bei 37° unter 3'stiindiger Saure- 
einwirkung gefallt wurde, absieht. Hier kann deutlich festgestellt werden, 
daB eine Destruktion von Toxin erfolgt ist. Im Durchschnitt genommen 
sind die gereinigten Toxinlésungen 58mal stickstoffarmer als das Roh- 
toxin; es ist mit anderen Worten eine bedeutende Reinigung erzielt worden. 

b) pu 3,5 und c) px 4,1: Die Resultate sind hier wesentlich bessere, 
da die Ausbeute um 57° herum liegt und die gereinigten Toxine etwa 
65mal stickstoffirmer als das Ausgangstoxin sind. Man wird anhaltend die 
Beobachtung machen, da8 die Ausbeute bei steigender Temperatur in 
Ubereinstimmung mit der Abhangigkeit des Destruktionsgrades von der 
Temperatur sinkt. Betrachtet man die L, und L;-Werte und vergleicht 
sie mit der Giftigkeit des Toxins, so wird man sehen, deB eine mformung 
des Toxins nach dem Schema Toxin —» Toxoid stattgefunden hat. Wahrend 
also das Rohtoxin 10 Einh. und 7,5 LZ, pro 400dmm enthilt, enthalten 
die gereinigten Toxine durchschnittlich 50 bis 55 Einh. und 15 bis 20 L, 
auf die gleiche Anzahl tédliche Dosen. Dies ist in Ubereinstimmung mit 
den von Roux und Yersin zuerst gemachten und von einer Reihe anderer 
Forscher bestatigten Beobachtungen, da8 Toxin unter der Einwirkung 
von Saure seine Giftigkeit einbiiBt, daB dieselbe jedoch nach der Neutrali- 
sation mit Alkali teilweise regeneriert wird. 


Fassen wir die Versuchsresultate kurz zusammen, so kénnen 
wir also sagen, daB die besten Bedingungen fiir die Erzielung einer 
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hoben Ausbeute als auch eines reinen Praparats bei py 3,5 bis 4,1 
und bei niedriger Temperatur sowie bei einer méglichst kurzen Ein- 
wirkungszeit der Saure vorhanden sind. Hinsichtlich des letzteren 
Faktors kann gleich bemerkt werden, daB bei py 3,1 31. Stunden fiir 
eine vollstandige Ausfallung mehr als hinreichend sind, wahrend diese 
Zeit bei 0° und bei px 4,1 fiir die Erzielung einer maximalen Prazi- 
pitation unbedingt minimal ist. Bei héherer Temperatur — 37° und 
pu 4,1 — ist dagegen 1 Stunde geniigend. 

Ist pu hoher als 4,1, z. B. 4,4, so ergibt sich die Notwendigkeit, 
die Saéure mindestens 2 Stunden — selbst bei 37° — einwirken zu lassen, 
um eine vollige Ausscheidung zu erreichen. Doch ist die Ausbeute 
hier geringer als bei einer héheren Wasserstoffionenkonzentration, 
nimlich nur 35°%,. Die Reinheit des Praparats ist auBerdem geringer, 
da E/N = 125. 

Was die Ausbeute anbetrifft, so geben die angefiihrten Zahlen 
die Totalausbeute an, wobei die Restlésungen nur unbedeutende, kaum 
nachweisbare Mengen antigenen Stoff enthalten. Es hat also eine De- 
struktion unter der Einwirkung der Saure stattgefunden. 

Die bisher besprochenen Versuche sind alle mit Salzsaéure aus- 
gefiihrt worden. Wir haben indessen auch Fallung mit 1,2 bzw. 3 °,iger 
Essigsaure probiert. Die Mischungen wurden 5 Stunden aufbewahrt 
(18°). Es zeigte sich, daB die Ausbeute bei Fallung mit 2°,iger Saure 
35°, war. Das Praparat war 41 mal stickstoffarmer als das Rohtoxin; 
mit 1°, Saéure war die Ausbeute nur 15°, und mit 3°, Saure 20°,. 
Wir haben daher die Versuche mit Essigsiure nicht fortgesetzt. 

Kin Vergleich der mit Toxin verschiedener Starke erzielten Resultate 
zeigte, daB sehr stickstoffreiche Rohgifte eine hohe Ausbeute ergaben, 
selbst wenn die Toxinstirke derselben gering war. Wir wollen hier 
nur ein einziges Beispiel in dieser Beziehung anfiihren, naimlich die 
Reinigung von Toxin 7379, welches 5 Einheiten und 4,2304 mg N pro 
Kubikzentimeter enthalt. 

Bei der Vorprobe wurde die optimale Wasserstoffionenkonzentration 
fiir die Fallung als px 3,6 entsprechend befunden. Es wurden 5 Liter 
Toxin in Arbeit genommen. Die Mischung Toxin—-Saure wurde bei 
37° 11, Stunden aufbewahrt. Der ganze Bodensatz wurde nach erfolgter 
Abzentrifugierung und zweimaligem Waschen in 100 ccm Phosphat- 
pufferlésung aufgelést. Die Ausbeute war 60°,, und das gereinigte 
Praparat enthielt 59 mal weniger Stickstoff pro Einheit als das Rohgift. 


Im weiteren nahmen wir Versuche beziiglich der Reinigung von ein- 
gedampften und dialysierten Toxinen, welche stark stickstoffhaltig sind, 
vor. Als Beispiel sei die Reinigung eines 22 Einh. und 6,1375 mg N pro 
Kubikzentimeter enthaltenden Toxins erwahnt. Bei py 3,5 wurde die opti- 
male Prazipitation erreicht. Es wurden zwei Versuche vorgenommen, némlich 
1. mit einer Einwirkungszeit fiir die Saiure von 114 Stunden bei 37° und 
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2. mit einer Einwirkungszeit fiir die Saure von 7 Stunden bei 18°. Die 
Ausbeute war in beiden Fallen die gleiche, namlich 66%, aber das Praparat, 
welches bei 37° gewonnen wurde, war weit weniger giftig als das andere, 
in Ubereinstimmung mit dem akzelerierenden Einflu8 der Wirme auf den 
ProzeB: Toxin — Wasserstoffion —» Toxoid. 

Umgekehrt haben wir Saurefallung von Toxinen, welche im voraus 
schon von einem Teil der unspezifischen stickstoffhaltigen Stoffe 
befreit waren, versucht, z. B. Fallung eines Toxins, welches durch Ad- 
sorption mit Aluminiumhydroxyd nach der von Linderstrém-Lang, 
S. Schmidt und A. Hansen angegebenen Technik gereinigt war. 

Das Toxin enthielt 4,5 EKinh. und 0,088 mg N pro Kubikzentimeter. 
Ks = 1 Stunde bei 40°. Die Toxin — Sauremischung (pq 3,5) stand 4 Stunden 
bei 37° (was zur Erzielung einer guten Ausscheidung notwendig war). Die 
Ausbeute war 12%, und der Stickstoffgehalt war 14mal kleiner als im 
Ausgangsmaterial. 

Die bisher besprochenen Reinigungen sind alle mit giftigen Toxinen 
vorgenommen worden. Wir haben indessen auch Anatoxine benutzt 
und werden das Resultat einer Reinigung von Anatoxin 0)”, hergestellt 
durch Zusatz von 6°/,, Formalin zu einer friiher erwahnten Toxinlésung, 
welche in frischem Zustand zu einer Reihe von Saprefallungsversuchen 
verwandt wurde, mitteilen. Der Titer des Toxins wurde von 10 aut 
8,8 wahrend der Umformung in Anatoxin, welche bei 37° einen 
Monat beanspruchte, herabgesetzt. Die Reinigung des Anatoxins 
wurde bei pu 3,1, 3,5 und 4,1 vorgenommen, indem die Saure 
bei 18° 31. Stunden einwirkte. Die Resultate sind aus nachstehender 
Tabelle zu ersehen. 


Tabelle IT. 





Einwirkungs- Eigenschaften des gereinigten Toxins 
Pu Temperatur zeit —__—_— : 
Std. E pro cem E/N Ausbeute 
3,1 18° 31, 56 200 63 %, 
3,5 18° 31, 50 149 56 %, 
4,1 18° 31, 28 77 31% 


Es ist hier bei 3,1 die gréBte Ausbeute und gleichzeitig das reinste 
Praparat erzielt worden. Das nicht umgeformte Toxin ergab dagegen 
die gréBte Ausbeute bei 3,5. Das Anatoxin hat im ganzen genommen 
groBere Ausbeute ergeben, denn die Maximalausbeute ist hier 63 °,,, 
wogegen die Maximalausbeute fiir das urspriingliche Toxin nur 57 °,, war. 


Die Eigenschaften des gereinigten Toxins. 


Toxine, welche durch Ausfaillung mit Sauren gefillt sind, sind be- 
deutend schwicher gefirbt als das Ausgangsmaterial; am haufigsten 
sind sie leicht rétlich, in einzelnen Fallen jedoch farblos. Die Giftigkeit 
ist stark herabgesetzt, was auf einer Umformung von Toxin in Toxoid 
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unter der Einwirkung von Wasserstoffionen beruht. Die ausflockende 
Funktion ist in den meisten Fallen ganzlich zerstért, doch kénnen einzelne 
Toxine eine sparliche kérnige Ausfallung mit antidiphtherischem Serum 
ergeben, wenn die Gemische Toxin—Antitoxin lange (10 bis 20 Stunden 
bei 40°) stehengelassen werden. Wir haben daher die Bestimmungen 
der antitoxinneutralisierenden Eigenschaft der Toxine durch Mischung 
mit frischem Diphtherietoxin vornehmen miissen. Dabei zeigte es sich, 
daB die gereinigten Praiparate wohl zu neutralisieren vermochten, 
daB sie aber eine hemmende Wirkung auf die Reaktionsgeschwindigkeit 
zwischen frischem Toxin und Antitoxin ausiibten. 


Die gereinigten Anatoxine dagegen hatten die Eigenschaft, durch 
Antitoxin Ausflockung zu ergeben, beibehalten, doch war die Aus 
flockungsgeschwindigkeit stark verzégert. Im weiteren zeigte es sich 
bei Versuchen an Meerschweinchen (Danitzsches Phinomen), dab 
diese langsame Ausflockung tatsaéchlich den Ausdruck dafiir bildete, 
daB das gereinigte Anatoxin eine geringe Affinitat zu Antitoxin hatte, 
indem die Neutralisationsgeschwindigkeit, am Frankfurter Standard- 
serum gemessen, tiber 6 Stunden war. Es scheint also, als ob die 
Saéurebehandlung hier einen tiefgehenden EinfluB auf das Toxin 
gehabt hatte, da die spezifischen Eigenschaften desselben sich ver- 
aindert haben. 


Die gereinigten Toxine sind sehr instabil. Selbst bei niedrigerer 
Temperatur erfolgt eine langsame Destruktion der antigenen Eigen- 
schaft, jedoch ist die Destruktion besonders bemerkenswert bei héheren 
Temperaturen. So wird eine Erhitzung auf 37° wahrend 12 Stunden 
eine Destruktion von etwa 50°, der antigenen Eigenschaft mit sich 
fiihren kénnen, wogegen ein rohes Toxin durch eine solche Behandlung 
nicht veraindert wird. 


Ein gereinigtes Anatoxin biBt hingegen durch Aufbewahrung 
im Brutschrank wahrend 12 Stunden nichts von der antigenen Eigen- 
schaft ein, nur sein K,-Wert steigt etwas. Die gereinigten Anatoxine 
scheinen im ganzen genommen in der gleichen Weise sehr stabil, wie die 
rohen Anatoxine weit stabiler als die entsprechenden Rohgifte sind. 


Immunisierungsversuche. 


Wir haben fiir die Immunisierungsversuche ein besonders starkes 
Anatoxin, hergestellt aus 9,5 Liter der obengenannten Anatoxin- 
mischung 0°, benutzt. Der ganze Bodensatz wurde in 50 cem Phosphat- 
lésung und 20 ccm n/10 NaOH aufgelést. Die Lésung enthielt 650 Einh. 
pro Kubikzentimeter und ergab innerhalb 230 Minuten bei 40°C Aus- 
flockung (mit unserem Testserum). Die Immunisierung erfolgte in 
folgender Weise: Meerschweinchen von 300 g wurden 10 bzw. 25 Einh., 
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verdinnt auf 1 ccm, eingespritzt. 3 Wochen spater wurden die Tiere 
gegeniiber 1 und 10 tédliche Dosen Diphtherietoxin gepriift. 

Da von S. Schmidt und A. Hansen nachgewiesen worden ist, dab 
Anatoxin, welches mit Aluminiumhydroxyd gereinigt wurde, mindestens 


eine ebenso kraftige immunisierende Eigenschaft als die entsprechenden 
rohen Anatoxine besitzt, haben wir zu Vergleichszwecken die immuni- 
sierende Wirkung von a) einem rohen Anatoxin und b) einem mit Alu- 
miniumhydroxyd und Kohle gereinigten Anatoxin, welches die gleiche 
Starke wie das saurefallende Anatoxin (650 Einh.) besitzt, benutzt. 
Die Resultate sind in der Tabelle III wiedergegeben. 


Tabelle III. 





Uber- Beobachtung nach Uber- 
E in- lebende der Injektion von lebende 
jiziert Tiere a Tiere 


%o 1 dmm 10 dmm %, 


Anatoxin Stirke 





0*9 frisches Ana- 8 8K : tQQOO0)}+OOO0OO)! .. xs 
toxin pro cem 10 ca. 90 OOO |OO000 | ™ ” 
Dasselbe ebenso| 25 | 100 o0000 64SERR , 60 


Gereinigt mit 650 E OOO00 OOOOO 
Al(OH); + Koble |procem 2° 100 Gt CO cd 


ryYrryryntyicrryy~y 
Dasselbe ebenso 25 100 WO OOO 'e YY . 100 
0** gereinigt durch , RDaAQD tttt+ 9 
Fallung mit Hol | » | 1 | @ 80 (OCOOOO ‘HAD’! » 1 
5 ++++0)+O00C 5 
Dasselbe " 25 ca. 40 OOO . O OO ” 55 
+ das Tier verendet innerhalb 4 Tagen. © das Tier verendet nach 4 Tagen. 


© das Tier iiberlebt ohne Anzeichen yon Diphtherievergiftung. 


Obwohl dieser Versuch einige Unregelmabigkeiten aufweist 

- urspriinglich waren 10 Tiere in jedem Rudel, aber bei einem Unfall 
verschwand ein Teil derselben aus den Versuchskafigen vor der Toxin- 
injektion -—, kann wohl kaum ein Zweifel dariiber bestehen, daB das 
siuregefillte Anatoxin den iibrigen Praparaten hinsichtlich immuni- 
sierender Wirkung nachsteht. Wie man aus der Tabelle ersehen wird, 
wird dieselbe Anzahl Einheiten allen Tieren eingespritzt. Von dem 
rohen Anatoxin miissen zur Erzielung der Immunitét mit 1 dmm 
bei 100 °,, der Tiere 25 Einh. angewandt werden. Von dem aluminium- 
hydroxydbehandelten Anatoxin sind 10 Einh. geniigend, um die Tiere 
gegen 10dmm unempfanglich zu machen (100°,). Dagegen vermag 
das saiuregefillte Praparat selbst bei Anwendung von 25 Einh. nicht 
geniigend Immunitét zu erzeugen, um alle Tiere gegeniiber 1 dmm 
resistent zu machen. Um einen klareren Ausdruck fiir den Unterschied 
in der immunisierenden Eigenschaft bei den zwei gereinigten Ana- 
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toxinen zu finden, welche sich gerade fiir einen Vergleich besonders gut 
eignen, weil sie gleich stark sind, haben wir eine gréBere Reihe von Ver- 
suchen vorgenommen, wozu 25 Meerschweinchen fiir jedes Anatoxin 
benutzt wurden. Diese 25 Tiere wurden mit 10 Einh. behandelt und 
erhielten hierauf 3 Wochen spater zehn tétliche Dosen Diphtheriegift. 
Dieser Versuch ergab folgendes Resultat: 


Tabelle IV. 





Observation | 


o/ « 
a) Anatoxin, gereinigt mit Al(OH); QOS (98 % oe amg 


und mit Kohle. 650 E pro cem OOOOC _ Vergiftungssymptome) 
8 oT ca. 60% iiberleben 
b) Anatoxin, gereinigt mit HCl. OOOO (ca. 30% aberleben 
50 E pro cem < ohne Vergiftungs- 
OOOCO symptome) 
OOOO 


+ das Tier verendet. © das Tier iiberlebt mit Infiltration und Gewichtsverlust. 
© das Tier iiberlebt ohne Infiltration und Gewichtsverlust. 


Von dem ersten Rudel Tiere waren vier verendet, bevor die Toxin- 
behandlung stattfand. Wie man sieht, reagieren 20 Tiere iiberhaupt nicht 
auf die Toxininjektion; sie sind also stark immun. Ein Tier wies eine geringe 
Infiltration auf. Vom anderen Rudel Tiere verendete eins vor der Toxin- 
behandlung. Von den verbleibenden 24 Tieren haben sich nur sieben als 
ginzlich immun ausgewiesen, wihrend acht wohl eine zulangliche Immunitat 
zeigen, um der Vergiftung nicht zu unterliegen, die jedoch nicht geniigend 
Antitoxin im Blute haben, um auch der Lokalreaktion aus dem Wege gehen 
zu kénnen. Der Versuch erscheint uns auf alle Falle mit geniigender Klarheit 
die Frage qualitativer Verschiedenheiten zwischen zwei Anatoxinen der 
gleichen Starke zu entscheiden. Da8B ein solcher Qualitaétsunterschied 
besteht, dariiber kann also kein Zweifel bestehen. Worauf beruht derselbe? 
Nach unserer Ansicht hangt derselbe mit der Affinitat des Toxins zum Anti- 
toxin zusammen. In gleicher Weise wie man bei der Beurteilung des heilenden 
Wertes eines antidiphtherischen Serums sowohl den Antitoxintiter als auch 
die Affinitat zu Toxin beriicksichtigen mu8B (Th. Madsen und S. Schmidt), 
muB8B man nach Ramon, Sdrodowski und Chalapina auBer mit dem Antigen- 
gehalt bei einem Anatoxin auch mit der Flockungsgeschwindigkeit des 
Toxins gegeniiber Antitoxin rechnen, ind*m ein schnell reagierendes Anatoxin 
einem langsam reagierenden Antitoxin hinsichtlich der immunisierenden 
Wirkung iiberlegen sein soll, selbst wenn der Titer gleich ist. 


Nun zeigt es sich, daB die Flockungsgeschwindigkeiten fiir die 
drei genannten Anatoxine gerade proportional mit der immunisierenden 
Eigenschaft abnehmen. Die K,-Werte fiir das aluminiumbehandelte, 
das unbehandelte und das séiurebehandelte Anatoxin wurden bei 40° C 
40 bzw. 90 und 230 Minuten befunden. Darauf wurde die Neutralisations- 
geschwindigkeit fiir die zwei gereinigten Anatoxine gegeniiber Frank- 


ah tet Om 


tos 








Reinigung und Konzentrierung von Diphtherietoxin usw. 299 


furter Standardserum mittels einer Versuchsanordnung, welche das 
sogenannte Danitzsche Phainomen bewirkt, gepriift: Zusetzen von 
Anatoxin zu einem Uberschu8 von Anatoxin und, nach einem sich iiber 
verschiedene Zeitraume erstreckenden Kontakt, Sattigung mit frischem 
Toxin!. Es zeigte sich hierbei, daB 6 Stunden Bindungszeit nicht ge- 
niigten, um den theoretischen Neutralisationswert fiir das  séure- 
behandelte Anatoxin zu bestimmen, wogegen der ProzeB nach Verlauf 
von 24 Stunden abgeschlossen war. Dagegen vermochte das aluminium- 
hydroxydbehandelte Anatoxin das Antitoxin im Laufe von 3 Stunden 
volistandig zu binden (kiirzere Bindungszeit wurde nicht probiert). 
Bei einer Bindungszeit von 0 Stunden (d. h. augenblickliche Injektion 
der Mischung) waren zur Neutralisation einer Antitoxineinheit etwa 
6 Einh. des saéurebehandelten, jedoch nur 3 Einh. des aluminium- 
hydroxydbehandelten Toxins erforderlich. Dies zeigt den groBen 
Unterschied in der Affinitét bei den beiden Fallen deutlich genug?. 

Der Versuch ist interessant, weil man bei der Reinigung von Anti- 
toxin zuweilen auf ahnliche Umstande stoBen kann. Ist der Reinigungs- 
prozeB zu durchgreifend, so kann die Affinitat des Antitoxins zu Toxin 
herabgesetzt werden. 


Zusammenfassung der Versuchsresultate. 


Bei passender Anderung der Wasserstoffionenkonzentration der 
Toxine und Anatoxine erzielt man (am besten, wenn px etwa 3,5 bis 4,1 
ist) Bodensiatze, die nach erfolgter Abzentrifugierung und Auflésung 
in alkalischer Flissigkeit eine gréBere oder kleinere Menge in der 
Regel etwa 50 bis 60°, —- der spezifisch wirkenden Stoffe, jedoch 
nur geringe Mengen unspezifisches Protein enthalten. Durch Saure- 
einwirkung werden gewisse spezifische Eigenschaften des Toxins ge- 
aindert; so kann unter anderem die immunisierende Wirkung der ge- 
reinigten Anatoxine geringer als bei den entsprechenden rohen Ana- 
toxinen sein. 

Literatur. 

Hlenny u. Walpele, Journ. Hyg. 9, 298, 1915. — Kissin u. Bronstein, 
Zeitschr. f. Immunforsch. 56, 11, 1928. — Kulikoff u. Smirnoff, Ann. 
Pasteur 41, 1166, 1927. — Leulier, Sédallian u. Clavel, C. r. Soc. Biol. 99, 
746, 1928. — Th. Madsen u. S. Schmidt, Zeitschr. f. Immunforsch. 65, 
Heft 5/6, 1930. — G. Ramon, C. r. Soc. Biol. 98, 1504, 1928. — Sédallian u. 
Gaumont, ebendaselbst 97, 93, 1927. — Watson u. Langstaff, Biochem. 
Journ. 20, 763, 1926. — Watson u. Wallace, Journ. Pathol. et Bact. 27, 
289, 1924. 


1 Siehe Naheres S. Schmidt, Zeitschr. f. Immunforsch. 59, 82, 1928. 
2 Es sei hier erwahnt, daB auch G. Ramon die siurebehandelten Ana- 
toxine hinsichtlich der immunisierenden Wirkung geringer gefunden hat 
als die entsprechenden rohen Toxine. (C. r. Soc. Biol. 98, 15€4, 1928.) 














Zur Bestimmung des Sulfidschwefels im Stuhle. 


Von 
J. St. Lorant und F. Reimann. 


(Aus der ersten Medizinischen Klinik der deutschen Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 16. September 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Verlauf von Untersuchungen iiber die therapeutische Ver- 
wendung des Eisens, die der eine von uns [Reimann (1)] durchfiihrt, 
zeigte es sich, da Beschwerden von seiten des Verdauungstraktes, 
ja sogar schwere Erkrankungen der Darmschleimhaut durch die Eisen- 
medikation oft auBerordentlich giinstig beeinfluBt wurden. Schon 
friiheren Autoren war die obstipierende Wirkung des Eisens aufgefallen. 
Es fand sich dabei kein Unterschied, ob metallisches Eisen oder Eisen- 
verbindungen, wie Ferrochlorid oder Eisenzucker (kolloidales Ferri- 
hydroxyd) verabreicht wurden. 


Die auffallend schwarze Verfaérbung des Stuhles nach Einnahme von 
Eisen, die auf die Bildung von Schwefeleisen zuriickzufiihren ist, lieB an 
die Méglichkeit denken, einen Teil der Wirksamkeit des Eisens in der 
Elimination des Schwefelwasserstoffs aus dem K6érper zu sehen, von dem 
ja bekannt ist, daB er eine starke Reizwirkung auf die Darmschleimhaut 
und die Darmmuskulatur ausiibt. Da er auch ein starkes Gift ist, kann er 
bei tibermaéBiger Bildung und Resorption auch allgemein toxische Er- 
scheinungen hervorrufen. Es ist auch bekannt, da8 viele Menschen nach 
Genu8B von Zwiebeln, Knoblauch und Rettichen, die ausgesprochene 
Schwefelwasserstoffbildner sind, Darmbeschwerden, Flatulenz und Durch- 
falle bekommen. Bei Erkrankungen der Darmschleimhaut werden 
gerade diese Nahrungsmittel schlecht vertragen. Im allgemeinen entsteht 
der Schwefelwasserstoff bei den Zersetzungsvorgaingen der bakteriellen 
Faulnis und entweicht zum Teil mit den Darmgasen; doch bildet er keinen 
regelmaBigen Bestandteil dieser Gase. Die Eisenverabreichung kann 
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auch bei erhéhter Schwefelwasserstoffbildung dieses als unschadliches Ferro- 
sulfid binden und die Darmschleimhaut und den Organismus weit gehend 
entlasten und auf diese Weise als Remedium wirken. 


Uber die Menge des normalerweise im Stuhle gebildeten und vor- 
handenen H,S8 liegen in der Literatur fast keine Angaben vor. Der 
Gehalt der Darmgase an H,S ist nach Schmidt (2) so minimal, daB er 
unter der Fehlergrenze der Bestimmung liegt. AuBerdem ist der H,S 
kein konstanter Bestandteil der Darmgase. Der Gehalt des Stuhles 
an H,S8 ist unseres Wissens nicht bestimmt worden, und so ist tiber 
die Menge des gebildeten H,S und iiber dessen Schicksal fast nichts 
bekannt. Die Ursache dafiir liegt zum gréBten Teile in dem Mangel 
einer geeigneten Methode, die genaue Bestimmungen an kleinen Sub- 
stanzmengen gestatten wiirde. 


Wir versuchten nun eine Methodik auszuarbeiten, die mit grober 
Genauigkeit die Erfassung der Menge der im Stuhl vorhandenen Sulfide 
erméglicht. Die gréBte Schwierigkeit bei der Bestimmung der Sulfide 
ergab sich bereits bei der Isolierung des Sulfidschwefels. Ein Abblasen 
oder Abdestillieren des H, S muBte auch eventuell vorhandenes Schwefel- 
dioxyd und auch insbesondere die fliichtigen organischen S enthaltenden 
Korper mitreiBen, und die folgende Trennung dieser Stoffe von Sulfid- 
schwefel ware, falls die Bestimmung des Schwefels als Sulfatschwefel 
vorgenommen wiirde, sehr schwierig und nur durch komplizierte 
Operationen mdéglich. Hingegen gestaltet sich die Bestimmung der 
Sulfide auBerst einfach, wenn die Sulfidbestimmung in der Weise vor- 
genommen wird, wie sie der eine von uns (Lorant) fiir die Bestimmung 
auch ganz geringer Mengen H,S angegeben hat (3). Das Wesen dieser 
Bestimmung liegt darin, daB der H,S durch die auBerordentlich 
spezifische Carosche Reaktion kolorimetrisch erfaBt werden kann. 
Die hohe Spezifizitat der Methylenblaureaktion verbiirgt, daB bei 
dieser Bestimmung tatsachlich nur die Sulfide bzw. das H,S erfabt 
werden. 





Eine weitere Schwierigkeit bestand auch darin, den zu untersuchenden 
Stuhl in der geeigneten Weise zu konservieren und zu verarbeiten, da auf 
die Fliichtigkeit und Zersetzlichkeit des H,S besondere Riicksicht ge- 
nommen werden muBte. Starke Laugen und Carbonate erwiesen sich fiir 
diesen Zweck als unbrauchbar; sehr zweckméBig fanden wir dagegen eine 
verdiinnte Boraxlésung, mit der wir den Stuhl] versetzten. Kontroll- 
bestimmungen erwiesen, daB auch nach langerer Zeit der Sulfidgehalt 
unverindert blieb. 


Fiir eine gleichmaBige und dabei saubere und geruchlose Verarbeitung 
und Vermischung zeigte sich das Verreiben in einer Kugelmiihle als sehr 
vorteilhaft. Aus der erhaltenen Suspension wurden aliquote Teile ent- 
nommen, nach Anséuerung durch Luftdurchblasen mit Hilfe einer Wasser- 
strahlpumpe der H,S ausgetrieben, in einer Zinkacetatlésung aufgefangen 
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und hierauf bestimmt. Um die Luft von Schwefeldioxyd, der Bestimmungs- 
fehler verursachen kénnte, weiter von Sauerstoff méglichst zu_ be- 
freien, wurde die Luft, vor Eintritt in die Stuhlprobe, durch zwei Vorlagen, 
die mit Kalilauge und Pyrogallol gefiillt wurden, geleitet. Der Sauerstoff 
muBte deswegen entfernt werden, um die Moéglichkeit einer Oxydation 
des H,S bei der Durchleitung herabzusetzen. 


Die zur Bestimmung notwendigen Reagenzien. 


1. Boraxlésung: 50 g reiner Borax werden in 1000 ccm Wasser in der 
Wirme gelést. 

2. Pyrogallollésung: 100 g reines Pyrogallol in 1000 ccm reinem Wasser 
gelést. 


3. 10% ige Kalilauge. 
4. 50%ige Phosphorsaure. 
5. Die Reagenzien zur eigentlichen Schwefelbestimmung: 


a) Zinklésung: 50g Zinkacetat, 10 g Natriumacetat und 0,05 g NaCl 
(alle drei Stoffe pro Analysi Merck) werden in einem 1-Liter-MeBkolben 
in reinem, destilliertem Wasser gelést. Obwohl diese Lésung nach kurzem 
Stehen triibe wird, ist sie trotzdem brauchbar. 


b) Reagenzlésung: 1 g Dimethyl-p-Phenylendiaminsulfat (Merck) wird 
mit 100 cem Wasser in einen 2-Liter-MeBkolben iiberfiihrt und sofort mit 
400 ccm reinster Schwefelsiure vom spez. Gew. 1,71 unter Kiihlung ver- 
setzt. Dann wird ebenfalls unter Kihlung bis zur Marke aufgefiillt. Die 
farblose Lésung ist unbeschrankt lange haltbar. 


c) Eisenlésung: 25 g Ferriammoniumsulfat (pro analysi Merck) werden 
mit 5ccm reinster, konzentrierter Schwefelsiure von spez. Gew. 1,71 
versetzt und das ganze in einem MeBkolben von 200 ccm Inhalt bis zur 
Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt. 


d) Methylrotlésung: A-Lésung: In einem 100 cem-MeBkolben werden 
100 mg reinstes Methylrot (pro analysi Merck) in absolutem Alkohol gelést. 
B-Lésung: 1 ccm A-Lésung wird in einem 100-cem-MeBkolben mit absolutem 
Alkohol bis zur Marke aufgefiillt. 

e) Methylenblaulésung: In einem 1000-cem-MeBkolben werden 46,7 mg 
reinstes Methylenblau (pro analysi Merck) in destilliertem Wasser gelést. 

f) Bereitung der Testlésung: 20ccm Zinklésung, 7,5 cem Reagenz- 
lésung, 2ccem Eisenlésung, 0,3cem Methylrot-B-Lésung und 5ccm Methylen- 
blaulésung werden in einem MeSkolben auf 50 ccm mit destilliertem Wasser 
aufgefiillt und 5 oder 10 Sekunden stehengelassen. Diese Testlésung ist 
12 bis 24 Stunden verwendbar. 


Notwendige Apparatur. 


Die zum Abblasen des Schwefelwasserstoffs benétigte Vorrichtung 
ist aus der Abbildung ohne weiteres verstandlich. Der Luftstrom geht 
in der Richtung des Pfeiles hindurch. A, B, C und D sind weithalsige 
Probierréhren, die mit gut gewaschenen, doppelt durchbohrten Gummi- 
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stopfen verschlossen sind. Als Vorlagen werden MeBzylinder von 
50 cem Inhalt verwendet. Die Verbindungen bestehen aus Vakuum- 


schlauch (Abbildung). 



































Abb. 1. 


Gang der Bestimmung. 


Der méglichst frische Stuhl wird sofort in einem GlasgefiB, welches 
verdiinnte Boraxlésung enthalt, gesammelt und dann bis zu einer Marke, 
die das Volumen von 750,0 ccm angibt, mit weiterer Boraxlésung auf- 
gefiillt. Dann wird der Stuhl in eine etwa 2 Liter fassende Porzellankugel- 
miihle tiberfiihrt und das Gefa8 mit 250,0 cem Boraxlésung nachgewaschen. 
Die Kugelmiihle wird dann sorgfaltig luftdicht verschlossen und der Inhalt 
bei maBiger Rotationsgeschwindigkeit etwa 20 Minuten vermahlen. Nach 
dem Vermahlen werden 20 ccm der Suspension entnommen und in das 
Probierréhrchen C gegeben. Die Réhrchen A und B wurden schon 
vorher mit 20 ccm der Pyrogallollésung und 20 ccm der Kalilauge, der 
Zylinder Z mit 20 ccm der Zinkacetatlésung versetzt. Dann werden die 
Réhrchen, wie aus der Abbildung ersicht!ich, untereinander verbunden 
und an die noch geschlossene Wasserstrahlpumpe angesetzt. Nur die 
Verbindting zwischen C und B bleibt noch offen. Nun wird mittels einer 
Pipette 20 ccm Phosphorséure zu dem Inhalt im Réhrchen C hinzugefiigt. 
Hierauf werden auch B und C verbunden, und es wird vorsichtig mit der 
Luftdurchleitung begonnen. Die Wasserstrahlpumpe soll so weit auf- 
gedreht werden, daB8 ein lebhaftes Perlen im Réhrensystem erfolgt. Fiir 
das Durchleiten geniigen 30 Minuten. Dann werden noch wihrend des 
Saugens die Verbindungen gelést, und zwar beginnend von dem von der 
Pumpe entferntesten Réhrchen zu dem néachststehenden. 


Auf diese Weise kénnen auch nebeneinander gleichzeitig mehrere 
Versuche durchgefiihrt werden. Die Bestimmung des Sulfidschwefels in 
der Vorlage geschieht nun auf folgende Weise: 
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Der Zylinder wird bis zur Marke 35 mit destilliertem Wasser aufgefiillt. 
Nun werden 7,5 cem Reagenzlésung mittels Pipette hinzugefiigt und die 
Offnung des Zylinders mit dem Stopfen rasch verschlossen. Sodann werden 
noch 2 cem Eisenlésung ebenfalls mit einer Pipette zugesetzt. Der Stopfen 
wird nur soweit aus dem Zylinder gehoben, als zum Pipettieren not- 
wendig ist. Um den Zylinder nicht unndétigerweise lange offen zu halten, 
wird die Eisenlésung, ebenso wie vorher die Reagenzlésung, unter geringem 
Druck aus der Pipette geblasen. Ist die Vorlage kleiner als 50 ccm, so 
miissen entsprechend weniger Reagenzien genommen werden. Nach Ein- 
fiillung der Eisenlésung in den Zylinder wird derselbe wieder rasch ver- 
schlossen und einige Male langsam hin und her geschwenkt. Die entstandene 
rote Farbe blaBt in einigen Sekunden ab, und gleichzeitig erscheint das 
Methylenblau. In 5 bis 10 Sekunden erreicht die Farbe ihre maximale 
Intensitét, die sie dann tagelang behalt. Die kolorimetrische Ablesung 
wird erst eine Stunde nach dem VerschlieBen des Zylinders vorgenommen. 
Vorher wird noch 1 cem Alkohol in das Kélbchen gebracht und der Inhalt 
bis auf Marke 50 aufgefiillt. Die erhaltenen Farbungen sind stets von 
derselben Beschaffenheit. Sie kénnen untereinander gut verglichen werden. 


Die Genauigkeit der Resultate hangt in hohem MaBe vom ver- 
wendeten Kolorimeter ab. Sehr brauchbar sind Dubosqsche Kolorimeter. 
Ks soll hierbei fiir die Vergleichsfliissigkeit stets dasselbe Rohr ver- 
wendet werden. 


Fiir die Berechnung des Schwefels lautet die Formel wie folgt: 
x= 13,0.4, 


wobei x = vorhandener Schwefel in Mikrogrammen. y = die beim Farben- 
vergleich abgelesene Zahl, falls in einem Dubosqschen Kolorimeter die 
Testlésung auf Skalenteil 20 eingestellt wurde. v = Volumen, auf das 
das Carosche Reaktionsgemisch vor dem Vergleich aufgefiillt wurde. 


Mit Hilfe dieser Methode versuchten wir nun den normalen Gehalt 
des menschlichen Stuhles an Sulfiden zu ermitteln, indem wir bei 
gleichbleibender Kost (Milchbreidiét) durch langere Zeit taglich den 
Gesamtstuhl sammelten und bestimmten. Unsere Ergebnisse teilen wir 
an Hand der angeschlossenen Tabellen mit. 


Bei der Beurteilung der unter normalen Bedingungen erhaltenen 
Werte ist in Betracht zu ziehen, daB sie kaum dem gesamten im 
Darm wahrend der Verdauung gebildecen H,S entsprechen, da ein 
Teil mit den Darmgasen in Verlust gerit, ein anderer Teil noch im 
, Darm umgewandelt werden kann und ein weiterer Teil vielleicht zur 
Resorption gelangt. Um alle diese Komponenten zu erfassen, versuchten 
wir, den ganzen gebildeten H,S§ sofort abzufangen und benutztenzu diesem 
Zwecke auf Grund der in der Einleitung erwihnten Gedankenginge 
das Eisen, das wir taglich bei den untersuchten Fallen in bestimmter 
Menge wahrend einiger Tage zur Nahrung zulegten. Wir verabreichten 
das Eisen entweder in der Form des Ferrum reductum oder als FeCl,. 
Von dem Eisen wird wohl ein kleiner Teil resorbiert, er wird aber 
wieder in den Darm ausgeschieden. 








qT. 


T'abelle 


Patient Sz. 








305 


Bestimmung des Sulfidschwefels im Stuhle. 


yyons 

-1ajUn Qyotu opann 

1WMIg 8ZIVMYOS 
ugindg ur yoou sep 


OTfesyosng 
“Gorm [GNIS sep 


eles young 
‘Gorm [GNIS Joep 


Bunuyoesaqg Vo M 
“PVIN 10q YHYoIs 
-yonieq Wor [yNIS 

OZIVMYOS WHEY sep 





uaqoyasjne yqoru 
@pPADM [YDIS Joep 


mIpleag 


uasuny1eweg 


w 


14N4g JepeurioUu 
ZABMYOS UAINdG 
oe 


[YDS Jez1BM Gos 
ZIBM OS UeIndg 


& 


pULLOJOB 
‘yqayjes peul0U 


yng 


. 


os 


(94 3TT‘Q) 
1.94 30620 


UOLEHTPON 


Sey, oad 

§ Sul gc*‘y 

‘II “QT Sq 
‘Il '& 


Bey, oad 

§ Sui gg'h 

‘II ‘ft #4 
‘l “G6 


Sey, oud 

§ Bu ge'T 

‘IT ‘0Z 8!4 
‘I FI 


Ss Fu 


Sunproyossny 


Jap 
HOM [ONT 





861 
OFT 
O8'% 
€0'F 
9T I 

an 
LOT 

al 


O€ SI 
OF'6 
O€ GS 
0G T 





cl 9 FT 
GI €'06 
cI PFI 
gt L'6 
gI 9°92 
cI € 96 
gt 8'8E 
| Sn 2 
cl FZ 
GI *'F 
cI ¢ 1 
CT TLT 
cI g¢ 
gI L’gl 
gT 9°¢ 
gt lZ 
gI v9 
c] eg 
aI 6 
gT ZI 
aI *'89 
st 91 
gl 0g 
gr 08 
woo 

jopuaeMtoA | O 00% 10q 

Zunwuys | Uesepesqy 

-9g InZ 


OOL 
00L 
OvOT 
00L 
00S 


oovuT 


000T 
OOOT 
Oool 
OO0T 
Ovu0T 
OOOT 


OOOT 
008 
0O0T 


OO0T 
000T 


ian 
BunsoQ] 

-xei0g tu 

JYOSTULIO A | 


0g! 
cc 


aa 


cgt 


O€T 
09 
03T 
06 
09 
O€T 
ccT 
CTT 
Og 


Gg 
cL 
OL 
09 
OOT 
cg 
06 


OgT 
OF 
OgT 
0OoT 
FIT 
2 


esuew 
“145 





— _ 
ae — 
SSK OHS 
_ 


— 
— 
=) 


— ee RR 
oe 
= 


na! 


wnjeqd 





TPL 


4S) quelyeg 





J. St. Lorant u. F. Reimann 


306 





WHYots « 
-yonseq yqoru 
asA[euy dep teq 


yous | ‘ 
-o3 [GMS uley | 


WoHyots fe 

-yontaq yqotu 

SuNnqIRJZIVMYIS 

UIYOVMYS 19p “ 
UuaTIM ApINM O38], 

Wesetp UR [GNIS Jop 


yuIplotg 


i 


ussunysemey 


}q4Rjos [BUl.OU 
ZIBMYOB * AIO} 
oe 


re 


ZIBMUOS 


ZIBVMYOS Bua 
oe 


}ULIOJOF equey 


eyeuli0U 


Wms 


i 


“ 


1aqe'T 3 (00¢ 


(94 3220) 
2A Be 


UOHEHI PAN 


‘IT 22qQOL 


Bey, oad 

§ 3 06'F 

TI “6 8! 
‘Ul 'F 


Bey, oad 
§ But [g‘eT 
‘Il ‘9% 819 
‘II ‘ST 





§ 3u 


| Sunpleqossny 


top 
HOM[OVIW 


t 


NOANCHAADRAN 


WOdwoSS 


CT 


cT 
cT 


W009 


jopuem 

410A 

Sunwuys 
-0g INZ 


mS 
| esesans 


aaa 


MAIN. 
+ 


= 


2 OF 


— 
- 

—_— 

nN 


2691 
8F 


O 006 10q 
uasa]asqy 


QOOT 
GOUT 
QO0T 


OOOT 
O00T 
OQOOT 
OOOT 
OU0T 
OOOT 
OOOT 
000T 
GOOT 
OLOT 


OOOT 
0OOT 
OOOT 
OUOT 
OOOT 
0O0T 


OCOT 
608 


Wd 


Sunso| 
-xBi0g yur 
}YOSTULLIE A 





og 
gg 


3 


esuew 
“Tans 


‘os queNyeg 





‘Tl 6 
‘TIT ’8 
‘Il ‘2 
Til 9 
‘Ill ¢ 
‘lll ‘¥ 
III “€ 
Ill % 
ys ie 
TIL ‘8@ 
II “LZ 
II ‘92 
Il “GZ 
Il ‘¥Z 
Il ‘&@ 
‘Il ‘G3 
Tl ‘T% 
II “0@ 
Il ‘61 
Il ‘81 
Il ‘LI 
‘Il ‘9T 
It ‘ST 
Il ‘FT 
II “$1 
Tl “sl 
‘HTT 
wnyed 





‘(Zunzyoswog) J 9779QD,7, 


4S yuslzped 





‘ 


307 


Bestimmung des Sulfidschwefels im Stuhle. 


uaqoqasjne | 
1YWMIg Ulex | 











9T 








: —_ _ Bey, oad lel Ze QOOT oa 
s xo 904 § Bu T0'¢ ors s‘91 LOOT Fl 
A x = ‘PRIN 9°8 8'F GOUT gI 
‘ 2 ps (958], 9) 98 SF GOUT Gl 
. A " "IT “ST 8'q cE T PIE LOOT TI 
= B81 -ZABM GOS ni ‘TI OT 9F 06 QOOT ‘OI 
UUITSeq WoT : — € . 6 
« 3 2 » . in) Ban ‘a io . 
tiie 3 " 11edq aye (94 3 $F'0) A 91 500'T I 8 t 6 002 8 
worm [yng | Ps « e oa'P 96 000T ‘9 
GG 
: . a ey, oad cet o'6 L001 ‘g 
= w ‘ g gu ae € 01 6& OUOT ¥ 
“ “ “ (edB], g) slid 78 000T . 
iqonszejan { x od = IT 8 814 “I 66 -- ‘| 
yoru tes | - “ ” Te 
: : a - — val ‘0g 
z : cer c6 000T “63 
; : (94 3220) 109A 3 0¢'0 20% 02 000T ‘8% 
jYonssajun | “4 og ¥ — _ oon ‘LG 
ora [qNIg | ed « “ a, a a 92 
. Bil81q-ZIBMYOS . 29°C Ley OOOT "GZ 
uaqoyedjne — ad Avy, oad ~* “se wins Fe 
wou [qMg - — “ § Bu 7e'Z ~ _ — "83% 
: 2 a ‘PMN 6% orl 000T BS 
. Bi84q-ZaBayos ° (e88], g) c9°Z 9c} OOOT IZ 
SOROTHOA [NAS 7 - . ‘L836 8! ‘1 9T — - ana 02 
° . 7 ait CTI ira L 
i] 
sin : ; °6% FI 0001 LI 
WIPIOAA | Buouq-zrwmyos (0.4 3110) 199A B0GB'0 ee" 1g 0001 ‘91 
| ‘LT 398 
| , 's au au Wd) 
| ee M ONIN \YOSTULIA A 
“TT 922°9O.L Y quote g 
“ = 4 ony) CT ; > = MwitT ad 





( 
‘ 


Ww 
U 
¥ 
Ww 
E 
S 
SC 
Ww 
d 
n 
S 
b 
ri 
fi 
\ 

u 
d 
a 

le 
n 
v 
zg 
n 
2 

A 

l 














is O6 LT &% a - “LIT 0G 

: . . Bey, oad 096 EF 000T GLI ‘TIL 61 

: . - g Bu T)‘9 CEL et 0006 C1] ‘TH 8 

: : PPI Cel et 0002 G13 ‘TH LT 

¥ a (oBey, 2) a ed — a ‘IL “9t 

: : : III “0Z Org & 61 0O0T 6ST ‘TLS 

1997 3009 +  siq “TIT “eT GL'F 9°8 OUOT OFT mal 

ZABMYOS uinqzonped 0g'F 96 OOOT YA TLS 

WONssajUN FOOT * aoa wna J 3 OT saiiie site, aie ‘hate ‘IL Sl 

y a _ L¥0 9°18 000T 0g TL TT 

Wonss19}uN yO : a oT, oF ag ™ ~~ ‘TIL ‘OT 

“oi a 6:3 ane s mets ‘IL 6 

3 : -” Bey, oad L¥'0 9°18 OUOT OgT ‘IIL '8 
: : < : g 3ui 76‘z v1 6 88 OOOT gol ULL 
g : - : : PVN 08'¢ GL OUOT OFT Ill ‘9 
‘3 2 : (e8ey, ¢) 08'¢ GL OCOT OFT ‘1 ’¢ 
x ; qolszgaqos y ‘Tll 8 GLE Tel 000T =< ‘Ill ¥ 
a a sq “IIL &8F 49 00ST 08 ‘Ill '€ 
S sagged Ayaqns *ynUlsig 460 elt 0O00T G0 Ill % 
3 f 8g'0 XZ 08‘0 g'1¢ 0001 eet | MT 

2 Btioaq - TLZ eal OOOT gg ‘Il “66 

s F - 11% egl OOOT gg ‘Il ‘8Z 

S) ‘ r —~ oF T 78% OOOT 0oT ‘Il ‘LZ 

= “ ~ nd Sey, oud oe oo ‘ Fe 

5 }YonssiejuN yyoIU “ a g du S0'T 9 6% 000T %6 a bn 
p “ P ee > OVI ‘ r¢ WT 

= }UIMISeq YoU + “ af (o8vy, ZI) ort 998 000T 08 t.. = 

7 . — ‘Til “% 24 ez Tl ‘27 

jwUIseq Yoru juaysieu0yqiey z sq “IT LI 960 6 gel 0001 0g k 7 

: 192408 JeulsoU = Lg‘) GLL | GOOT OTT ‘Il ‘02 

2 “ae LT0 0'9F% 00UT cor ‘Il ‘61 

Buroiq - gL'T Let =| O00T Og] ‘ll ‘81 

IPI 4quyjes [BULOU a 961 0'T 000T CFT ‘II “LT 

§ 3u Sur “ui99 3 : 

uaSunylaweg yg UONBYyIpeN an ae Ss asenbay mutt esuewlyng wn 


308 


QYOSTULIO A 





*(unzjosz0,q) TT 9779QD,.L ‘Og yuIyVd 









rv +75 


Lfv LUUU 


Ad, it. 
20. ITT. 








Bestimmung des Sulfidschwefels im Stuhle. 309 


Der nach der Eisenverabreichung tief schwarz gefairbte Stuhl 
wies einen bedeutend héheren Schwefelgehalt auf als der Normalstuhl. 
Um die Menge an Eisen zu ermitteln, die notwendig war, ein méglichst 
vollstandiges Abfangen des H,S zu erreichen, wurden vergleichsweise 
verschiedene Mengen von Eisen zugelegt. Es zeigte sich bei einer Ver- 
wendung von 0,22 g Eisen pro Tag ein Maximum an H,S im Stuhl. 
Eine Erhéhung der Eisenmenge bewirkt dann keine Vermehrung des 
Schwefelwasserstoffgehalts mehr. 

Nach Eisenverabreichung wurden zwecks Ermittlung des Durch- 
schnitts der taglichen H,S-Ausscheidung nur diejenigen Tage ver- 
wendet, an denen der Stuhl ganz schwarz war. Nicht beriicksichtigt 
sind die Tage, an denen der Stuhl nicht vollstaindig verfirbt war. Bei 
diesen sind die Werte fiir die S-Ausscheidung wohl héher als bei den 
normal gefairbten Stiihlen, bereits aber geringer als bei den schwarzen 
Stiihlen. Auffallend ist, daB die Zeit vom Beginn der Verabreichung 
bis zur Schwarzung des Stuhles um 1 bis 2 Tage kiirzer ist als der Zeit- 
raum vom Absetzen des Eisens bis zum Verschwinden der Schwarz- 
farbung und damit der Eisenausscheidung mit dem Stuhle. Diese 
Verzégerung diirfte man vielleicht auf eine voriibergehende Resorption 
und Wiederausscheidung des Eisens in den Darm zuriickfiithren kénnen. 

Wismutsubnitrat steigert ebenfalls, infolge von H,S-Bindung, 
den Gehalt des Stuhles an 8S. Ebenso nimmt der S-Gehalt nach Ver- 
abreichung von Leberkost (eiweiBreich) stark zu. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird auf die Wichtigkeit des Schwefelwasserstoffs bei patho- 
logischen Vorgaingen im Darm hingewiesen. 

2. Es wird eine Methode angegeben, mit deren Hilfe kleine, bisher 
nicht bestimmbare Mengen von Schwefelwasserstoff im Stuhl ermittelt 
werden kénnen. 

3. Es wurden die im Stuhle vorhandenen Normalwerte bestimmt. 

4. Es wurde versucht, mit Hilfe von Eisenverabreichung den 
gesamten, im Darme gebildeten Schwefelwasserstoff zu erfasssen. 


Literatur. 


1) F. Reimann u. Fr. Fritsch, Zeitschr. f. Klin. Med., im Druck; Kaz 
nelton, Reimann u. Weiner, Klin. Wochenschr. 1929, Nr. 23, 8S. 1017. 
2) A. Schmidt, Lehrbuch der Darmkrankheiten; derselbe, Deutsch. Arch. 
f. klin. Med. 61, 317, 1898; Lorisch, Handb. d. biol. Arbeitsmeth. IV., 6, 
1, 1926. — 3) Lorant, Zeitschr. f. physiol. Chemie 185, 245, 1929. 











Fraktionierung des Gelatinepeptons und die chemische 
Struktur der Fraktionen. 


VII. Mitteilung 


iiber die chemische Struktur der aus Gelatine und Gelatinepepton gewinnbaren 
assoziativen Bestandteile. 


Von 


A. Fodor und Ch. Epstein. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebraischen 
Universitat, Jerusalem.) 


(Eingegangen am 17. September 1930.) 


In der VI. Mitteilung dieser Serie’ wurde unter anderem die 
chemische Struktur einer Fraktion von Gelatinepepton (P. IIL) dar- 
getan, und diese als molekulares Gemisch von Glycyl-prolyl-alanyl- 
glycyl-oxyprolyl-alanin und von Oxyprolyl-alanin hingestellt. Stick- 
stoffgehalt, das Verhaltnis von Amino-N : Gesamt-N, ferner die kryo- 
skopisch ermittelte MolekulargréBe berechtigten zur Annahme einer 
solchen Struktur, unter Vorbehalt gewisser zurzeit unvermeidbarer 
Willkirlichkeiten in der Nebeneinanderreihung der Bausteine, wie 
dies auch in den friiheren Mitteilungen stets hervorgehoben wurde. 


Aber nicht allein die zuletzt erwihnten Bestimmungen fiihrten uns 
zu dieser Strukturformel, sondern auBerdem noch die experimentell 
erwiesene Tatsache, dab bei der Behandlung des Gelatinepeptons mit 
Essigsiureanhydrid in der wiederholt beschriebenen Weise als Haupt- 

\ produkt sich ein Kérper isolieren lie’, dem die Strukturformel 
ac--gl—-pr : 


al-« xypr-gl 


Assoziat 


ac e 
ac— Oxypr—al 


1 A. Fodor u. Ch. Epstein, diese Zeitschr. 222, 226, 1930. 
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Methode berechnet 


Optische Drehung Gefundene Werte 
im 0,5-dm-Rohr 


-_ a aa Woks Zusammensetzung 
Prozent H N Amino- — Zi 33 
gehi 0 v itte Sle ge 
gehalt a (Mitte 1) (v. SL.) (Sér.) alg 4 2 
"lo e 0 Fo ° 0 ® 0 aig = ” 
351,4 
342,2 
374,2 
352,2 
Co Hyp Ng Og + Cg Hyg No O, 
) N,O j 
1580 195 192) gy  352,7 entapr, ©HsNeOis _ 943.3 Tt 
349,9 Glycyl-prolyl-alany]-glycyl-oxyprolyl-alanin 
+ Oxyprolyl-alanin 
377 
865,3 
Cao HgqNg Og + Cio Hyz Ns Og 
C N,O 
entspr. a0 Has o—18 — 871,72 
2.434 1,35° | 48,28 7,19 | 16,75; 1,79 | 1,71 383 @ 
383 Glycyl-prolyl-alanyl-glycyl-oxyprolyl-alanin 
+ Oxyprolyl-alanyl-glycin 
| (Coo Hse Ng Os + Cy Hi7Ns 0s) 
371,72 
* (Cao Hog Ng Og @ Cro Hy; N; Os) 
2,197 1,26° 3,72} 1,91 | 1,83 510 743,44 
new ete 16,4 , ’ 8,75 Gl— pr—al—gl—oxypr—al) 
536 : 
529 + Oxypr—al—gl 
‘ | pc Gl— pr—al—gl—oxypr—al 
‘ (525) ‘egos os 
| Oxypr—al—gl 
| Ys ¢ Ny Oo —— 7 '. 
1110  —0,58° 17,13 1,82] 1,79 700 : Semen = ee 
9.4 (Gl— pr—al—gl—oxypr—al) e (Oxypr—al—gl) 
t+ Nach der Methode von M. Frankel u. 8S. Kuk (1. ¢.). — ++ In diesem Sinne ist die in unserer VI. Mitteilung verdruckte Formel zu berichtigen. 
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zugeschrieben werden mub. Es ist dies das gleiche Produkt, das bei 
der ahnlichen Behandlung der Gelatine, und wie wir in der nachsten 
Abhandlung héren werden, auch der mit Hilfe von Glycerin abgebauten 
Gelatine, in einer etwa 36°,igen Ausbeute gebildet wird. Das Pepton 
ergibt dieses Produkt in der héheren Ausbeute von etwa 50°,. Was 
wir hier unter Pepton verstehen, ist, wie wir bereits friiher hervorgehoben 
haben, derjenige Anteil des Pepsinhydrolysats der Gelatine, der sich 
durch heiBen Methylalkohol aus diesem ausziehen und mit Athylalkohol 
aus dem Extrakt fallen la8t. Wir haben den mit diesem korrespon- 
dierenden Teil als A-Teil der Gelatine bezeichnet. 


Die erwahnte Fr. III stellte nur eine von mehreren Fraktionen 
dar, die bei der fraktionierten Extraktion des Pepsinhydrolysats der 
Gelatine erhalten worden sind. Die im Hydrolysat elektrodialytisch 
gereinigter Gelatine vorhandene Salzsiure wurde, wie in der Mitteilung 
von M. Frankel und 8S. Kuk! dargetan ist, zwecks Erlangung eines 
aschefreien Produktes mit Silbercarbonat gefallt und der nach der 
Entfernung des Silbers (in der gewohnten Weise mit Schwefelwasser- 
stoff) erhaltene Eindampfriickstand mit Methylalkohol ausgezogen. 
Von den auf diese Weise gewonnenen ersten drei Fraktionen, deren 
Molekulargewichte der gleichen GréBenordnung sind, wurde des néheren 
nur die eingangs erwahnte Fr. III untersucht, die ihrer Menge nach 
die ersten beiden Fraktionen um ein Bedeutendes iibertraf. 


Da sich mit weiteren Mengen von Methylalkoho] aus dem Riickstand 
nur unbedeutende Mengen extrahieren lieBen, so muBte die Methode der 
Extraktion geaindert werden, und zwar dadurch, daB der nach der Extraktion 
verbliebene Riickstand in Wasser wieder aufgelést und die Lésung im 
Vakuum zur Trockne eingedampft wurde. Auf diese Weise wurde der 
Anfangszustand, wie er vor der Extraktion war, wieder hergestellt, und in 
der Tat ergab die Masse mit Methylalkohol weitere Mengen in unvergleichlich 
héherer Ausbeute als zuvor. Es ergibt sich daraus der praktische Wink, 
bei diesen Extraktionen, statt absolut trocken zu verfahren, die Gegenwart 
vonangemessenen Feuchtigkeitsmengen vorzuziehen. Nicht nur die Ausbeute 
leidet bei einem véllig trocken geleiteten ProzeB, sondern es tritt, wie aus 
unseren Erfahrungen hervorgeht, mit Leichtigkeit eine partielle Anhydri- 
sierung ein. Wie die Tabelle aufweist, wurden auf diese Weise auBer den 
bereits in der Mitteilung von Frankel und Kuk aufgezihlten Fraktionen I 
bis IV noch weitere drei Fraktionen, V bis VII, gewonnen, die in bezug auf 
Ausbeute die friiheren weit iibertrafen und von denen Fraktion V auBer 
den gewohnten Bestimmungen auch der Elementaranalyse unterworfen 
werden konnte. 


Bei der Zusammenstellung der analytischen Ergebnisse der Fr. V 
stellte sich zunachst das iiberraschende Resultat heraus, daB das Ver- 
haltnis Amino-N : Gesamt-N, statt wie bei Fr. III] 1:8, hier 1:9 be- 


1 Diese Zeitschr. 222, 240, 1930. 
Biochemische Zeitschrift Band 228. 9 
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Gesamt- 


Pesktions-te, || (uibrometnodsy” «| Steklo! nah Aminenichaio® yoy Kryoskopte 
(Ausbeute entspr. 
pod name a: Genin Gime aoe ei aeinids Kiteetenie ace sees emma: |b eariemmlia: Caines 
dialytisch ge- : : conzentratio : : Lis S- 
reinigter Gelatine) * a CO, H,0 onl } ral ry 4 Gas | Temperat. ; _ io jae mittel 
verwendete Barometer 4 
Anzahl cem 
mg mg mg g ecm ecm i4 ecm zg g 
I 0,3072 3g H, 0; 0,542° 
(2,5 g) 0,1843 3¢H,0; 0,334° 
II 0.1515 3g H, 0; 0,251° 
(0,2 g) 0,0909  3¢H,0; 0,160° 
I 0,0996 11,20 1,861% 1,54 15° 0,1166 | 1,60 0,2850 3gH,0; 0,501° 
(5,5 g) 0,1415 = 16,00 2 ccm 681 mm 01710 8g H, 0; 0,303° 
IV } 0,2897 8g H, 0; 0,475° 
(2,5 g) | 0,1738 | 3g H,O; 0,295° 
V } 4,209 7,435 | 2,700 | 0,1029 12,30 1,928% 
(32 g) 0.1471 17,60 2 cem 1,49 16° 0,1631 | 2,00 0,6802 15g H, 0; 0,22° 
= 0,81 |} 679 mm 0,9744 15g H, 0; 0,35° 
VI 0,1658 19,90 1,111% 
(8 g) 0.1178 14,00 2 vem 0,98 |) 16° 01111 1,45 06174 15¢ H,O; 0,15° 
2 0,98 || 674 min 0,6487 15g H, 0; 0,15° 
! 0.1451 3g H,0; 0,179 
! | 
Vu ! 0,1088 13,45 1,014% 
(1,5 g) 0.1344 16,25 2 cem 0,86 |) 15° 0.1014 1,30  0,2090 3g H,0;0,185% 
< 0,86 |}678,2mm 
* Die bei der Elektrodialyse auftretenden Gewichtsverluste wurden nicht beriicksichtigt. — ** Auf Grund der gasanalytischen Methode berechnet. 
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zugeschrieben werden mub. Es ist dies das gleiche Produkt, das bei 
der ahnlichen Behandlung der Gelatine, und wie wir in der nachsten 
Abhandlung héren werden, auch der mit Hilfe von Glycerin abgebauten 
Gelatine, in einer etwa 36°,igen Ausbeute gebildet wird. Das Pepton 
ergibt dieses Produkt in der héheren Ausbeute von etwa 50°,. Was 
wir hier unter Pepton verstehen, ist, wie wir bereits friiher hervorgehoben 
haben, derjenige Anteil des Pepsinhydrolysats der Gelatine, der sich 
durch heiSen Methylalkohol aus diesem ausziehen und mit Athylalkohol 
aus dem Extrakt fallen la8t. Wir haben den mit diesem korrespon- 
dierenden Teil als A-Teil der Gelatine bezeichnet. 


Die erwahnte Fr. III stellte nur eine von mehreren Fraktionen 
dar, die bei der fraktionierten Extraktion des Pepsinhydrolysats der 
Gelatine erhalten worden sind. Die im Hydrolysat elektrodialytisch 
gereinigter Gelatine vorhandene Salzsiure wurde, wie in der Mitteilung 
von M. Frankel und S. Kuk! dargetan ist, zwecks Erlangung eines 
aschefreien Produktes mit Silbercarbonat gefallt und der nach der 
Entfernung des Silbers (in der gewohnten Weise mit Schwefelwasser- 
stoff) erhaltene Eindampfriickstand mit Methylalkohol ausgezogen. 
Von den auf diese Weise gewonnenen ersten drei Fraktionen, deren 
Molekulargewichte der gleichen GréBenordnung sind, wurde des naheren 
nur die eingangs erwihnte Fr. III untersucht, die ihrer Menge nach 
die ersten beiden Fraktionen um ein Bedeutendes tibertraf. 


Da sich mit weiteren Mengen von Methylalkoho] aus dem Riickstand 
nur unbedeutende Mengen extrahieren lieBen, so muBte die Methode der 
Extraktion geindert werden, und zwar dadurch, da8B der nach der Extraktion 
verbliebene Riickstand in Wasser wieder aufgelést und die Lésung im 
Vakuum zur Trockne eingedampft wurde. Auf diese Weise wurde der 
Anfangszustand, wie er vor der Extraktion war, wieder hergestellt, und in 
der Tat ergab die Masse mit Methylalkohol weitere Mengen in unvergleichlich 
héherer Ausbeute als zuvor. Es ergibt sich daraus der praktische Wink, 
bei diesen Extraktionen, statt absolut trocken zu verfahren, die Gegenwart 
von angemessenen Feuchtigkeitsmengen vorzuziehen. Nicht nur die Ausheute 
leidet bei einem véllig trocken geleiteten ProzeB, sondern es tritt, wie aus 
unseren Erfahrungen hervorgeht, mit Leichtigkeit eine partielle Anhydri- 
sierung ein. Wie die Tabelle aufweist, wurden auf diese Weise auBer den 
bereits in der Mitteilung von Frankel und Kuk aufgezihlten Fraktionen I 
bis IV noch weitere drei Fraktionen, V bis VII, gewonnen, die in bezug auf 
Ausbeute die friiheren weit iibertrafen und von denen Fraktion V auBer 
den gewohnten Bestimmungen auch der Elementaranalyse unterworfen 
werden konnte. 


Bei der Zusammenstellung der analytischen Ergebnisse der Fr. V 
stellte sich zunachst das iiberraschende Resultat heraus, daB das Ver- 
haltnis Amino-N : Gesamt-N, statt wie bei Fr. III 1:8, hier 1:9 be- 


1 Diese Zeitschr. 222, 240, 1930. 
Biochemische Zeitschrift Band 228. 91 








312 A. Fodor u. Ch. Epstein: 


trug. Statt des Molekulargemisches eines Hexapeptides +- Dipeptides 
besagter Natur, wie bei Fr. III, muBten wir bei Fr. V entweder das 
Vorhandensein eines analogen Gemisches des Hexapeptides mit einem 
Prolyl- (bzw. Oxyprolyl-) Tripeptid annehmen, oder aber eines mole- 
kularen Assoziates der beiden letzteren postulieren. Wie die Molekular- 
gewichtsbestimmungen zeigen, stellen sich in Wirklichkeit beide Fille 
ein. In Fr. V liegt das Molekulargemisch, in Fr. VI zur Halfte das 
Molekulargemisch und zur Halfte das Assoziat, in Fr. VII aber das 
reine Assoziat vor. Da die Resultate in unserer Tabelle eine iiber- 
sichtliche Zusammenstellung erfahren haben, so sei der Kiirze halber 
dorthin verwiesen. (Die Strukturformel siehe in Kolumne ,,Zusammen- 
setzung.‘‘) 


Die gewonnenen Ergebnisse bestairkten weiter die bereits in unserer 
VI. Mitteilung aufgestellte Behauptung, daB es sich hier um die Kom- 
bination eines Hexapeptides mit kleineren Komplexen handelt, und 
nicht etwa, wie friiher' von uns angenommen wurde, um ein Assoziat 
zweier Tripeptidkomplexe. Ware dem so, wiirde nicht einzusehen sein, 
weshalb man nicht zu Fraktionen von einem entsprechend niedrigeren 
Molekulargewicht als die vorliegenden gelangen kénnte. Da das 
Molekulargewicht eines aus Oxyprolylalanin und Glykokoll aufgebauten 
Tripeptides rund 260 betragt, so hatte man zu erwarten, daB durch einen 
voélligen Zerfall der Assoziate Fraktionen von so niedrigem Molekular- 
gewicht erreicht werden. Die Erfahrung konnte dies in keinem Falle 
bestatigen. Diese sagt vielmehr aus, da® ein urspriinglicher, aus dem 
Assoziat (Glycyl-prolyl-alanyl-glycyl-oxyprolyl-alanin . (Oxyprolyl- 
alanyl-glycin) bestehender Komplex vom Molekulargewicht etwa 743 
(dargestellt durch Fr. VII) sukzessive in den Hexapeptidanteil und in 
den Tripeptidanteil zerfallt, wobei Fr. V den véllig in dem Sinne zer- 
zerfallenen Komplex vorstellt (Molekulargewicht etwa 372). 


Es ergeben sich im AnschluB8 an diesen Befund zwei weitere Probleme. 
Zunichst miissen wir die Frage aufstellen, auf welche Weise der Di- 
peptidkomplex der Fr. III entstanden ist, und ferner, ob der in der 
Hauptmenge vorgefundene Tripeptidkomplex originaérer Natur ist, oder 
vielleicht gleichfalls Bruchstiicke eines urspriinglichen Hexapeptids 
darstellt. 


Zur ersten dieser beiden Fragen ist folgendes zu sagen: Da der 
Dipeptidkomplex bei der Essigséureanhydridbehandlung sowohl der 
Gelatine als auch der durch Glycerin abgebauten Gelatine und ferner 
auch des Gelatinepeptons (worunter wir wohlgemerkt die dem A-Teil 
der Gelatine entsprechende peptonisierte Menge verstehen) als Molekular- 


! A. Fodor u. Ch. Epstein, diese Zeitschr. 210, 24, 1929. 
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partner des Hexapeptidkomplexes so gut wie ausschlieBlich auftritt?, 
so sind wir zur Annahme berechtigt, daB dieser Komplex aus einem 
urspriinglichen Tripeptidkomplex sekundir durch Acetolyse  ent- 
standen ist: 


gi——_pr——al gl—-—pr—al 

| | | 

al—oxypr—gl — > al—oxypr—gl — Glykokoll 
® e 

Oxypr—al—gl Oxypr—al 


(die Acetylreste sind fortgelassen). 


In der Peptonhauptfraktion ist aber der Tripeptidkomplex noch er- 
halten. Das Auftreten des Dipeptidkomplexes in der Peptonneben- 
fraktion IIT muB offenbar der Wirkung der Pepsinsalzsiure zugeschrieben 
werden, die bei der viele Wochen und mehr erfordernden Einwirkung 
auf die Gelatine eine geringe hydrolytische Wirkung, die vielleicht 
ganzlich der Salzsiure zugeschrieben werden muB, méglich macht. In 
der folgenden Mitteilung werden wir auf diesen Gegenstand in einem 
anderen Zusammenhang noch des naheren zuriickkommen und _be- 
griinden, weswegen gerade dieser Glycylrest der Acetolyse anheimfallt. 
Desgleichen soll dort die Frage erértert werden, ob der Tripeptid- 
komplex originaérer Natur sein kann, oder aber bereits ein Spaltprodukt 
darstellt. 

Auf zwei weitere, wichtig erscheindene Tatsachen mége noch hin- 
gewiesen werden. Zuniachst einmal auf den Umstand, daB man bei 
der Essigsiureanhydridbehandlung des Peptons acetylierte Fraktionen 
von héherem Molekulargewicht als dies dem Komplex 
gl—— pr——_al 
| @ (Oxypr—al) (3fach acetyliert), Molekulargew. etwa 794, 
al—oxypr—gl 
entspricht, nicht erhalten hat*. Dagegen ergab die gleiche Behandlung 
der Gelatine und, wie wir vorausschicken wollen, auch der Glycerin- 
gelatine, ausnahmslos neben diesem Assoziat noch Komplexe von einem 
héheren Molekulargewicht, unter denen solche vom doppelten Wert mit 


1 Eine Ausnahme kann von uns nur in der in unserer V. Mitteilung 
(diese Zeitschr. 214, 242, 1929) in der Tabelle II figurierenden Fraktion V 
erblickt werden, der wir sodann die Strukturformel 

gl——pr_ al 
| @ (Oxypr—al—gl), vierfach acetyliert (Molgew. = 893,49), 
al—oxypr—gl 
mit den berechneten 14,11 °,, N; 19,26 % Acetyl; v = 2/3 Werten erteilen 
miissen. Die gefundenen Werte betragen: 
14,32% N, 
19,11% Acetyl (CH,CO), 
v-Wert = 2/3,06. 
2 Vgl. diesbeziiglich die zitierte VI. Mitteilung. 
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etwa 1600 das Maximum vorstellen. Es wurde die Frage schon friiher 
aufgeworfen, ob die Assoziate sekundare, unter Beihilfe des Essigsaure- 
anhydrids entstandene Gebilde darstellen, in denen die nativen Hexa- 
peptid- und Tri- bzw. Dipeptidkomplexe zusammengeschweibt werden. 
Unsere friihere bejahende Stellungnahme wurde bei den letzten Ver- 
suchen dadurch erschittert, dab die Behandlung synthetisch dar- 
gestellten Prolyl-alanins! mit Essigséureanhydrid keine nachweisbare 
Assoziation des Dipeptides zu héheren Komplexen ergab. Danach 
miBte also das Auftreten von Fraktionen héheren neben solchen niederen 
Molekulargewichtes nicht auf einen assoziativen Aufbau deuten, 
sondern, im Gegensatz dazu, auf einen assoziativen Abbau, der noch 
von acetolytischen Momenten begleitet wird. Der Umstand, daB aus 
dem Acetylgemisch des Peptons im Gegensatz zu jenem der Gelatine 
und der Glyceringelatine keine Fraktionen héheren Molgewichts in 
nachweisbaren Mengenverhaltnissen entstehen, wiirde gleichfalls fiir 
das letztere sprechen, naimlich fiir die abbauende Eigenschaft des 
Essigsiureanhydrids. Das letzte Wort iiber diese Frage kann noch 
nicht ausgesprochen werden. Es ist durchaus im Rahmen der Méglich- 
keit, daB unter den Bedingungen, wie sie sich bei der Essigsiureanhydrid- 
behandlung dieser Kérper ergeben, beide Prozesse eine Rolle spielen, 
daB sich in diesem Medium Gleichgewichtsstadien zwischen Assoziation 
und Desassoziation einstellen, wobei die auBeren Bedingungen, wie z. B. 
die Erhitzungszeit oder selbst die Geschwindigkeit des Erhitzens usw., 
ausschlaggebend sind. Beim Pepton kame noch als weitere Bedingung 
die Behandlung der Gelatine mit Pepsinsalzséure, besonders ihre Dauer, 
sehr stark in Betracht. Wie aus der naichsten Abhandlung ersichtlich 
sein wird, bewirkt die Salzsiure von der Verdiinnung des Pepsin- 
gemisches bereits eine Desassoziation dieser Assoziate. Es wird auf 
die Dauer der Einwirkung ankommen, wo die sukzessive Desassoziation 
der Gelatine bei der Pepsinbehandlung (die allerdings von der Spaltung 
gewisser CO-—-NH-Bindungen begleitet wird) aufhért, bei minder 
hohen oder héheren Komplexen. 

Es sei endlich darauf hingewiesen, daB wir unter unseren Pepton- 
fraktionen, falis wir namlich nicht absolut wasserfrei extrahieren, 
keine nennenswerten Mengen von Anhydridkomplexen entdecken 
kénnen. Diese entstehen erst bei der Essigsiureanhydridbehandlung 
in sekundarer Weise. Auf die theoretischen Konsequenzen, die daraus 
gezogen werden diirfen, werden wir in der folgenden Abhandlung des 
naheren eingehen. 


1 Siehe diesbeziigliche Bemerkungen von M. Frankel u. S. Kuk, diese 
Zeitschr. 226, 221, 1930. 





Uber die Natur der aus mit Glycerin abgebauter Gelatine durch 
Essigsiureanhydrid erhaltbaren acetylierten Peptidassoziate. 


VIII. Mitteilung 


iiber die chemische Struktur der aus Gelatine und Gelatinepepton gewinnbaren 
assoziativen Bestandteile. 


Von 
A. Fodor und Ch. Epstein. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebraischen 
Universitat Jerusalem.) 


(Eingegangen am 17. September 1930.) 


In einer friiheren Arbeit! wurde die Behandlung der Gelatine 
mit heiBem Glycerin beschrieben und dargetan, daB bei nicht zu hoher 
Temperatur, am besten zwischen 120 und 140°, eine Lésung der Gelatine 
in Glycerin entsteht, und daB sich aus letzterer mit Hilfe von Alkohol 
ein relativ niedrig molekulares Gemisch ausscheiden ]a8t, dem ahnliche 
Eigenschaften zukommen wie Peptonen. Insbesondere wird von diesem 
Produkt, das sich tibrigens auBer in Wasser in keinem gebrauchlichen 
Lésungsmittel auflést, die Ninhydrinreaktion und die Biuretprobe 
gegeben. AuBerdem zeigte diese nichtkolloide Substanz noch eine 
besondere Eigenschaft, nimlich ein geringes MaB von Spaltbarkeit 
durch Pepsinsalzsiure. Dagegen war die Einwirkung von aktivem 
Pankreatin recht erheblich und der Zeit-Umsatzkurve nach von der 
pankreatischen Spaltung der Gelatine oder des Gelatinepeptons nicht 
unterschiedlich. 

In unserer VI. Mitteilung? haben wir diesen aus der Glycerin- 
lésung abscheidbaren Anteil der Gelatine, der vom Gewicht der letzteren 
ungefahr 75°, ausmacht, als den P-Teil der Gelatine bezeichnet und 
darauf hingewiesen, daB dieser Anteil neben anderen Assoziations- 
komplexen offenbar noch den A-Teil enthalten muB. Dies zu unter- 
suchen, bildet den Gegenstand vorliegender Mitteilung. 


1 4. Fodor u. R. Schoenfeld, diese Zeitschr. 200, 223, 1928. 
2 A. Fodor u. Ch. Epstein, ebendaselbst 222, 226, 1930. 
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Eine neuerliche Behandlung der Gelatine mit wasserfreiem Glycerin 
ergab aus 100 g Silberdruckgelatine 65 g des Produktes P I vom Molekular- 
gewicht 696 und von einem Stickstoffgehalt von 15,43 im Mittel. Diese Zahl 
spricht bei der Heranziehung der Bausteinzusammensetzung der Gelatine 
nach den neuesten Ermittlungen von Dakin gegen die Anwesenheit von 
basischen Bausteinen im Produkt P T. Man mu8 annehmen, daB diese in der 
alkoholisch-glycerinischen Mutterlauge verblieben sind, die in der Tat noch 
weitere Mengen stickstoffhaltiger Bestandteile enthalt. Bemerkt sei noch, 
daB auch dieser Glycerinabbau ein Produkt PI ergab, das unter der Ein- 
wirkung von Pepsinsalzsiure eine deutliche Vermehrung des Aminostickstoffs 
nach der Methode von van Slyke zeigte. 


Unser Ziel war die Abscheidung des A-Teiles aus dem P-Teil, 
das wir durch die Behandlung von PI mit Essigsiéureanhydrid nach 
dem von uns wiederholt angewandten Verfahren zu erreichen hofften. 
In der Tat gelang uns diese Abscheidung durch eine weitgehende 
Fraktionierung der durch Essigsiureanhydrid erhaltenen Abbau- 
produkte. Neben anderen héchst lehrreichen Abbauprodukten wurde 
als Hauptmenge eine von uns als R bezeichnete Fraktion erhalten, die 
dem (acetylierten) Assoziat I der Gelatine genau entspricht. 


Unser Verfahren bestand in dem folgenden: 55g des Produktes P I 
wurden mit 400 ccm siedendem Essigsiureanhydrid 6 Stunden hindurch 
behandelt, wobei die anfangs gelatinés aufgequollene Masse bis auf eine 
geringe Triibung allmahlich gelést wurde. Nach dem Verdampfen der 
Lésung im Vakuum wurde nochmals mit Alkohol tibergetrieben und der 
sirupése Riickstand mehrmals mit je 150 cem absolutem Alkohol extrahiert. 
Die vereinigten Extrakte lieferten bei Abkiihlung auf Eistemperatur bei- 
nahe momentan eine dicke, klebrig-kristallinische Ausscheidung, von der 
abdekantiert wurde. Das klare Dekantat gab mit iiberschiissigem Ather 
das Produkt R als Fallung, und zwar in einer Ausbeute von etwa 18 g. 
R wurde zwecks endgiiltiger Reinigung nochmals in Wasser gelést, von 
einer geringen Triibung abfiltriert und das Filtrat im Vakuum vollstandig 
verdampft. Der Riickstand wurde abermals in Alkohol gelést und die 
Lésung mit Ather gefallt. Das so im Exsikkator getrocknete Endprodukt 
stellt ein kristallinisch aussehendes, hellbraunliches Produkt dar, das 
sich in Wasser klar lést. Vor der Analyse wurde nochmals aus der 
Lésung in Chloroform mit Petrolather umgefallt. Zur Analyse wurde, da 
das Produkt, ebenso wie die aus der Gelatine erhaltbaren analogen Frak- 
tionen, auBerst hygroskopisch ist, bei 105° getrocknet. Das Produkt verliert 
bei der Trocknung die letzte Wassermenge aéuBerst triage. Die Ergebnisse 
der Analyse und der weiteren Messungen sind in der Tabelle I enthalten. 

Der klebrig-kristallinische Dekantatsriickstand wurde mit ziemlich 
viel siedendem absolutem Alkohol zur Lésung gebracht, von einer geringen 
Menge unléslichen Riickstands, auf den hier weiter kein Gewicht gelegt 
wurde, abgetrennt und das Filtrat zur Abkiihlung gebracht. Bei dieser 
Gelegenheit schied sich sofort ein harziger Riickstand ab, von dem auch 
hier abdekantiert wurde. Das Dekantat lieferte bei intensiverer Aus- 
kithlung eine Ausscheidung A, von der abgesaugt werden konnte. Das 
so erhaltene Filtrat gab mit Ather eine Fallung g, dem Gewicht nach etwa 
5g. Auch dieses Produkt wurde analog wie R der Reinigung unterworfen. 
(Weiteres siehe in der Tabelle.) 
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Der genannte Riickstand A hatte anfangs einen kristallinischen Habitus, 
ist jedoch auf dem Filter alsbald harzig geworden. Durch wiederholte 
Behandlung des Harzes mit absolutem Alkohol mit nachfolgender Ab- 
kiihlung und Dekantation gelingt es schlieBlich, aus dem letzten klaren 
Dekantat mit Hilfe von Ather eine geringe Menge (im ganzen 1 g) Substanz 
abzuscheiden, die in optischer Hinsicht mit R (und auch mit @) sich als 
identisch erwies und nicht weiter behandelt wurde. 

Dagegen lieferte die letzte atherisch-alkoholische Mutterlauge von R 
und auch von g beim Eindampfen einen dunkelbraunen sirupésen Riickstand, 
der in wenig Methylalkohol hei® gelést und mit trockenem Ather ausgefallt 
wurde. Nach mehrfacher Wiederholung der letzten Behandlungsweise 
wurden schlieBlich 9g eines Produktes 5 in mehreren Fraktionen ge- 
wonnen (s. Tabelle I). 

Die Gesamtausbeute aus 100 g Gelatine betrug somit 33 g, also nahezu 
die gleiche Quantitaét, die bei der direkten Behandlung der Gelatine mit 
Essigséiureanhydrid als (acetyliertes) Assoziat I entsteht (36 g). 

Beziiglich der Hauptfraktion R ist folgendes zu sagen: wie die 
Tabelle zeigt, betragt die spezifische Drehung dieser Fraktion — 84,1°, 
der GréBenordnung nach also genau so viel wie der von uns als Asso- 
ziat I = 


gl——pr al 
| 


| 
al—oxypr—gl (3fach acetyliert) | 
e 


Oxypr—a 


angesprochenen Fraktionen aus Gelatine selbst und aus dem Gelatine- 
pepton (vgl. die Tabelle I in der zitierten VI. Mitteilung). Auch die 
analytischen Daten sprechen fiir das gleiche Assoziat. Was die Molekular- 
gréBe betrifft, die 1200 gefunden wurde, so ist diese von den friiher 
gefundenen (VI. Mitteilung) verschieden. Fiir die Gelatinefraktionen 
wurde friiher 800 und 1600 gefunden. Hier ist jedoch nachzuholen, 
da®B wir durch weitere Fraktionierung der in der erwihnten VI. Mit- 
teilung als Juli-Versuch 1929 bezeichneten Masse aus der Schlub- 
fraktion IX eine weitere Fraktion Z abscheiden konnten, die in ihren 
Eigenschaften dem gleichen Assoziat I entspricht (s. Versuchsteil) 
und die die gefundene MolekulargréBe 1170 besitzt (s. Tabelle 1). 

Wir diirfen somit behaupten, daB sich das Assoziat I aus der 
Gelatine und auch aus dem Glycerinprodukt PI in den Molekular- 
gréBen von etwa 1600, 1200 und 800 gewinnen laBt. Dagegen ergab 
das Gelatinepepton bei der Essigsiureanhydridbehandlung das Asso- 
ziat I in der MolekulargréBe von héchstens etwa 800 und daneben 
Bruchteile dieser MolekulargréBe, die sich auf eine partielle bis totale 
Desassoziation von Assoziat I zuriickfiihren lassen. 

Wenn wir die Zahlen 1600, 1200 und 800 in Betracht ziehen, so 
fallt uns sofort auf, daB die mittlere der drei Zahlen das arithmetische 
Mittel der beiden anderen betrigt. Demzufolge fassen wir das 
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Assoziat 1600 als ein doppeltes Assoziat I auf und jenes von 1200 als 
ein molekulares Gemisch von (Assoziat I), + (Assoziat I), Bei der 
Aufarbeitung des aus der Glycerinbehandlung hervorgegangenen 
Reaktionsgemisches finden wir R als Reprisentanten der Molekular- 
gréBe von etwa 1200 und Fr. @ als jene von etwa 1600. (Die genaueren 
Daten s. Tabelle I.) 


Es bleibt noch von der Fr. ¥ zu reden iibrig. Sie unterscheidet 
sich vom Assoziat 1 zunachst darin, daB ihre spezifische Drehung 
bedeutend geringer ist und, wie die erwihnte Tabelle ergibt, nur — 56,2° 
betrigt. AuBerdem ergibt der v-Wert! statt nahezu 2: 3,2, wie bei 
Assoziat 1 und den aus ihm ableitbaren Assoziaten, die Zahl 2 : 3,35 
bzw. 2: 3,38, also im Mittel 2:3,36. Diese beiden Abweichungen, 
die optische wie auch die letzte, deuten, zusammen mit der véllig unter- 
schiedlichen Léslichkeit der Fr. % gegeniiber R und m (wie wir oben 
erwihnt haben, verbleibt ¥ in den letzten Mutterlaugen, zeichnet 
sich somit durch eine bedeutende Léslichkeit in einem Gemisch von 
Alkohol und Ather aus, was den Fraktionen, die dem Assoziat I ent- 
sprechen, nicht eigentiimlich ist) auf ein Produkt anderer Natur hin. 
AuBerdem ist auch das Molekulargewicht von ¥ niedrig und betragt 
nur 563. In der Tabelle finden wir in der Rubrik ,,Zusammensetzung* 
die den analytischen Befunden und der Molekulargewichtsbestimmung 
am besten entsprechende strukturelle Zusammensetzung. Die Ableitung 
dieser Struktur vom Assoziat I gelingt unschwer, wenn wir an die 
Méglichkeit eines acetolytischen Moments bei der Essigsiureanhydrid- 
behandlung denken. Offenbar miissen der Fr. ¥ analoge Fraktionen 
auch bei der Behandlung der Gelatine und vielleicht auch bei der des 
Gelatinepeptons entstehen, nur wurden von uns bei jenen Versuchen die 
letzten alkoholisch-atherischen Mutterlaugen nicht weiter untersucht, 
so daB uns dieses Produkt entgehen konnte. 

In diesem Zusammenhang verstehen wir auch die in der IV. Mit- 
teilung unserer Serie? gemachte Beobachtung, wonach die dem Assoziat I 
entsprechenden Fraktionen von der spezifischen Drehung von — 84,2 bis 
— 86,6° bei der wiederholten Behandlung mit Essigsiiureanhydrid den 
v-Wert von etwa 2:3 bis 2:3,14, der den Fraktionen dieser Drehung 
urspriinglich zukommt, veriindern, und zwar sinkt dieser auf etwa 2: 3,44 
bis 2: 3,74 nach einmaliger Behandlung mit dem Anhydrid. Wir kénnen 
heute diese Verainderung des v-Wertes als Folge einer vor sich gehenden 
Acetolyse auffassen. 


Erganzend sei noch hinzugefiigt, daB die zur Acetolyse nétigen Essig- 
siuremolekiile aus dem Anhydrid in der Weise entstehen, daB sich der 


1 Es sei daran erinnert, da8 wir unter dem v-Wert das Verhaltnis des 
nach van Slykes Methode bestimmbaren Amino-N: Gesamt-N im Total- 
hydrolysat des jeweils in Rede stehenden Produktes verstehen. 

2 Diese Zeitschr. 210, 24, 1929. 
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urspringlich offene Hexapeptidkomplex unter Abspaltung von einem 
Wassermolekiil anhydrisiert. 

Nunmehr kénnen wir auf die Entstehung einerseits des Assoziats | 
und der mit diesen zusammenhangenden Assoziate eingehen und anderer- 
seits auch die Entstehungsweise der Fr. ¥ aus dem Assoziat I erértern. 
Wir miissen hier auf die in diesem Heft vorangehende Mitteilung, 
deren Gegenstand die chemische Struktur des Gelatinepeptons! dar- 
stellt, verweisen und als die Mutterform des Assoziats | das Assoziat A 
folgender Struktur hinstellen: 


(Gl—-pr—al—gl—oxypr—al) . (Oxypr—-al—-g]). 


Diese Struktur, die den alle anderen Fraktionen des Peptons 
iiberragenden Hauptfraktionen V, Vl und VII urspriinglich zugeschrieben 
werden muB, unterliegt, wie schon in der vorhergehenden Abhandlung 
hervorgehoben wurde, einer sekundaéren Acetolyse unter Abspaltung 
eines endstandigen Glycylrestes, wobei unser Assoziat I entsteht. Uber 
die unterschiedlichen MolekulargréBen dieses Assoziats I wird sofort 
gesprochen werden. 


Beziiglich der Entstehung der Fr. ¥ miissen wir nur die Annahme 
machen, daf die Acetolyse auch auf den endstindigen Alanylrest 
des Hexapeptidkomplexes Ausdehnung erfahrt, wobei ein Pentapeptid- 
komplex resultiert, der sich sodann, ebenso wie der Hexapeptidkomplex, 
anhydridisch schlieBt?. Wir sind somit in der Lage, vom originaren 
Assoziat des Hexapeptidkomplexes mit einem Tripeptidkomplex aus- 
gehend, die Entstehung des Assoziats Hexapeptid-Dipeptid und des 
Assoziats Pentapeptid-Dipeptid® abzuleiten, indem wir eine fort: 
schreitende Acetolyse als wirksam annehmen. 


Wir gelangen jetzt zur Erérterung der Frage, auf welche Weise 
das Assoziat I in der MolekulargréBe 1600 bis 800 auftreten kann. 


Die Verhaltnisse erhellen sich am besten aus det Strukturformel 
8.320. In dieser finden wir zwei zunichst noch offene Hexapeptid- 


1 Es sei hier wiederum betont, daB in diesen Mitteilungen unter dem 
Begriff ,.Gelatinepepton“ stets der im Methylalkohol lésliche und mit 
absolutem Athylalkohol fallbare Anteil des Pepsinhydrolysats der Gelatine 
verstanden wird. Dieser Teil entspricht, wie wir zahlenmaéBig nachweisen 
konnten (siehe VI. Mitteilung) dem A-Teil der Gelatine, somit also jenem 
Teile, von dem sich das Assoziat I sekundar bildet. 

2 (Gl—pr—al —gl —oxypr—al) . (Oxypr—al—gl) 

— gl—pr—al—gl—oxypr . (Oxypr—al). 
I | 





3 Nur einem Assoziat bzw. Gemisch Pentapeptid -+ Dipeptid, in 
dem drei Iminobausteine (Prolin, Oxyprolin) enthalten sind, kann ein 
v-Wert 2/3,5 zukommen. 
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komplexe einerseits untereinander assoziiert und andererseits jeden von 
ihnen mit je einem Tripeptidkomplex in der gleichen assoziativen 
Bindung verankert. Es stellt somit (Assoziat A), dar. Was die Natur 
dieser assoziativen Bindungen unter den einzelnen selbstandigen Peptid- 
komplexen, die wir bereits in der letzten Mitteilung! als ,,chemische 
Einheiten“ bezeichnet hatten, betrifft, so sehen wir, daB sie sich durch 
eine tautomere Umlagerung der -—-CO-—-NH-Gruppen der Peptid- 
molekiile ergeben. Danach besitzen sie den Charakter von Haupt- 
valenzen. Freilich diirfen wir sie uns nicht als allzu fest vorstellen, 
da die Tendenz des reversiblen Ubergangs sich gleichfalls merkbar 
macht. Somit ist es nicht verwunderlich, wenn wir in der Tat eine 
Reversibilitét der assoziativen Bindungen bei der Gelatine selbst und 
diesen ihren Derivaten wiederholt wahrnehmen kénnen. 

Gleichzeitig ersehen wir aber aus der Strukturformel, daB sie der 
Méglichkeit einer acetolytischen Abspaltung von endstandigen Amino- 
siureresten Vorschub leistet und zwar sowohl seitens des Tripeptid- 
komplexes als auch des Hexapeptidkomplexes. Im ersten Falle, wenn 
sich namlich Glykokoll aus dem Tripeptidkomplex abspaltet, entsteht 
die durch das Assoziat I vertretene Kombination von Hexapeptid 
und Dipeptid mit dem v-Wert von 2:3,2. Greift die Acetolyse zu- 
gleich auf den Hexapeptidkomplex iiber, so erhalten wir nach Ab- 
spaltung des Alanylrestes die Kombination von Pentapeptid und 
Dipeptid mit dem v-Wert von 2:3,5. Unsere Strukturformel? 
zeigt uns auch das Assoziat I (um zur Formel des Assoziats I zu 
gelangen, miissen wir uns den endstandigen Glycylrest der Tripeptid- 
komplexe als abgespalten vorstellen) in seiner verdoppelten Form von 
Molgewicht 1600, also als (Assoziat I),. Sein partieller Zerfall (Des- 
assoziation) gibt zunachst die einfache Form von Molgewicht 800, 
deren molekulare Vermischung mit der héheren Form von der 
MolekulargréBe 1600 die resultierende MolekulargréBe 1200 ergibt. 
Die weitere Desassoziation liefert sodann Produkte von der Molekular- 
gréBe 800. Wie die Formel anzunehmen gestattet, kann dieser des- 
assoziative Zerfall weiterschreiten und den Hexapeptidkomplex vom 
Dipeptidkomplex zur Loslésung bringen, wobei dann entsprechend 
niedriger molekulare Gemische hervorgebracht werden, die wir bei 
unserer Technik als acetylierte Derivate zu isolieren und zu erkennen 
vermégen. Aus dem Pepton lieBen sich die letzteren in der Tat isolieren, 
allerdings ausschlieBlich aus ihm. 

Aus der Strukturformel geht ferner zwanglos die leichte Abspalt- 
barkeit der endstandigen Aminosaurereste sowohl aus dem Hexapeptid- 


1 VI. dieser Serie. 
2 Acetyliert und anhydridisch geschlossen gedacht. 
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komplex als auch aus dem _ ‘Tripeptidkomplex hervor, einfach 
durch den Umstand, dab diese Komplexe durch keinerlei asso- 
ziative Verankerung geschiitzt zu sein brauchen!. Ferner gestattet 
uns die Strukturformel eine noch héhere assoziative Verkniipfung 
dieser Komplexe untereinander anzunehmen, indem sowohl aus 
dem Hexapeptid- als auch aus dem Tripeptidkomplex weitere durch 
tautomere Umlagerung in Freiheit gesetzte Bindungen ausgehen 
k6nnen. 

Welchen Platz nehmen die assoziativ verkniipfbaren Komplexe 
in der urspriinglichen Gelatine ein? Dab sie dem Gewicht nach 
mindestens 1/, des Gelatinegewichts betragen, kénnen wir nunmehr 
als festgestellt betrachten. Nicht nur der direkte Abbau der Gelatine 
durch Essigsiureanhydrid, sondern auch der des aus der Glycerin- 
behandlung hervorgehenden Produktes P I zwingt uns zu dieser Fest- 
stellung. Diese Quote ist jedoch sicherlich viel zu niedrig, da die un- 
vermeidbaren, mit der praparativen Technik verbundenen Verluste 
beriicksichtigt werden miissen, ferner bleibt ein betrachtlicher Teil 
der Ausbeute dem bei der Darstellung stets mit entstehenden Harz 
beigemengt und kann aus diesem zwar durch Reinigung herausgeholt 
werden, jedoch nur unter Aufwand von bedeutenden Mengen an 
Lésungsmitteln, die das wiederholte Umfillen erforderlich macht. 
(Auf diese Weise wurde z. B. die oben erwahnte Fraktion Z 
isoliert.) Wir gehen vielleicht nicht zu weit, wenn wir annehmen, 
daB die wahre Quantitét der dem Assoziat A  entsprechenden 
Materie in der Gelatine ungefahr die Halfte der Menge des letzteren 
betragt. 

Sicher kann, auf Grund unserer umfassenden Versuche, kein 
Zweifel dariiber bestehen, daB die im Assoziat A vorliegende strukturelle 
Kombination, in der Verkniipfung eines Hexapeptidkomplexes mit 
einem Tripeptidkomplex bestehend, in der Gelatine als solche zu Recht 
besteht. Dafiir liegt ein Beweis in der Fraktionierung des peptonisierten 
Produktes vor, das els Hauptprodukt, neben dem die Mengen der 
anderen Fraktionen beinahe verschwinden, das Assoziat A liefert, das 
allerdings hier bereits durch partielle Desassoziation in seine Bruch- 
stiicke zerlegt erscheint. Méglich ist jedoch, daB in der Gelatine der 
mit dem Hexapeptidkomplex assoziativ verkniipfte Komplex an Lange 
einen Tripeptidkomplex tiberragt und daB dieser im Pepton erst nach 
der pepsinischen Spaltung einer der Bindungen jenes urspriinglichen 
Komplexes entsteht. Vielleicht sind an das Tripeptid andersartige Kom- 
plexe, die von unseren abweichen, peptidartig gebunden, indem sich 


1 In der Formel der Tabelle II ist lediglich die Méglichkeit einer 
weiteren assoziativen Verankerung vorgesehen. 
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hier eine fiir den Pepsineingriff giinstige Stelle infolge Mangels an 
Schutz darbietenden assoziativen Briicken ergibt. 

Wir halten es jedoch fiir sehr unwahrscheinlich, daB alle end- 
standigen Amino- bzw. Carboxylgruppen des Assoziats A bei der Essig- 
séureanhydridbehandlung der Gelatine durch Acetolyse entbunden 
bzw. bei der Pepsinverbindung der ersteren durch die Wirkung des 
Ferments in Freiheit gesetzt werden. Es wurde die Frage, ob das 
Pepsin-HCl-Gemisch CONH-Bindungen spaltet oder desassoziierend 
wirkt, seinerzeit in der Weise beantwortet!, daB beide Wirkungen eine 
Rolle spielen kénnen. Einer unserer Versuche erbringt nun Anhalts- 
punkte dafiir, daB die Salzsiure in der bei der Pepsinverdauung an- 
gewandten Konzentration allein imstande ist, die Desassoziation unseres 
Produktes R so weit zu treiben, daB das Molekulargewicht von 1200 
auf etwa 657 heruntersinkt. Da, wie der Versuck zeigt, es zu dieser 
Wirkung des Ferments nicht bedarf und der entbundene Amino-N 
ganz minimal ist, so haben wir es in diesem Falle mit einer durch die 
Salzsiure selbst hervorgerufenen Desassoziation zu tun. Es bleibt 
zukiinftigen Versuchen die Entschsidung iiberlassen, ob hierin eine 
allgemeine Funktion der Salzsiure bei der Pepsinverdauung zu suchen 
ist, némlich die Zerlegung der durch --CONH-Spaltung entstandenen 
assoziierten Peptidkomplexe in die ,,chemischen Einheiten‘, die durch 
Pepsin nicht weiter gespalten werden. Als solche diirfen wir bei der 
Gelatine sicherlich das Hexapeptid und vielleicht auch das Tripeptid 
betrachten. Das recht niedrige Molekulargewicht des Glycerinabbau- 
produktes PI, bei dessen Bildung hydrolytische Prozesse ausgeschlossen 
und ausschlieBlich desassoziative angenommen werden miissen, spricht 
gegen die Existenz noch hdherer Ketten in der Gelatine. Die iibrigen 
Einheiten, in denen auch die in der Gelatine vertretenen anderweitigen 
EiweiBbausteine vorkommen, konnten bisher durch die von uns an- 
gewandte Methodik noch nicht gefaBt werden. Die letztere scheint 
besonders fiir die Abscheidung prolin- und oxyprolinhaltiger Poly- 
peptide geeignet zu sein.. Zur Entdeckung der weiteren Komplexe 
ist die Verbreiterung der Methodik und die Auffindung neuer chemischer 
Wege notwendig. Der Glycerinabbau, der bei der Beschaffenheit der 
leichtléslichen Gelatine fiir die Gewinnung unserer Assoziate nicht 
unbedingt erforderlich ist, kann bei anderen Proteinen doch gute 
Dienste leisten, falls letztere der direkten Essigsiureanhydridbehandlung 
Widerstand leisten. Beim Casein haben uns Vorversuche dariiber 
belehrt, daB durch den Glycerinabbau ein ganz wesentlicher Bruchteil 
dieses Proteins in léslicher und mit Essigséureanhydrid leicht angreif- 
barer Form gewonnen werden kann. 


1 4. Fodor u. R. Schonfeld, 1. c. 
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Die multiple Assoziierbarkeit der A-Komplexe und offenbar noch 
weiterer ahnlicher bisher nicht entdeckter Komplexe in der Gelatine 
machen auch umgekehrt die Desassoziation mit heiBen Lésungsmitteln, 
wie Glycerin, Essigsiureanhydrid und auch Wasser verstindlich. Uber 
die wasserige Desassoziation hat Dr. M. Frankel aus unserem Institut 
wichtige Mitteilungen gemacht!. Wir verstehen diesen Vorgang mit 
Leichtigkeit, wenn wir an die oben erwaihnte Reversibilitat der tauto- 
meren Umlagerungen denken. Bei anderen Eiwei8kérpern wird freilich 
die kolloide Verfestigung der Komplexe, sowie die Anordnung der 
Assoziate zu Micellarsystemen und ferner die Aggregation der letzteren 
zu noch héheren kolloiden Gebilden die leichte AufschlieBbarkeit durch 
Lésungsmittel in der Hitze im Gegensatz zur Gelatine bedeutend er- 
schweren. 


Wir halten den assoziativen Aufbau der Gelatine (und offenbar 
werden auch andere Proteine diesem Bau entsprechend beschaffen 
sein) aus Polypeptidketten beschrinkter Ausdehnung fiir erwiesen. 
Das EiweiBmolekiil stellt somit keine Peptidkette von einer mehr oder 
weniger riesigen Linge dar, sondern eine vervielfachte Aneinander- 
lagerung relativ einfacher Polypeptide?. Durch eine reiche Variation 
dieser relativ einfachen chemischen Einheiten laéBt sich die Unter- 
schiedlichkeit der in der Natur vorhandenen Proteine leicht erklaren. 
Die Anwesenheit anhydridischer Komplexe geht aus unseren Befunden 
bei der Gelatine nicht hervor. Die anhydridischen Bindungen unserer 
Produkte sind als sekundar entstanden anzusehen. Das peptonisierte 
Produkt enthalt sie noch nicht oder nur in ganz geringem Umfange, 
der gleichfalls sekundirer Quelle ist. Ferner lie8 sich an Hand unserer 
Versuche mit aktivem Pankreatin, das wir auf die Assoziate I einwirken 
lieBen, feststellen, daB der anhydrisierte Komplex nicht angegriffen 
wird. Eine Wiederholung dieses Versuchs mit der Fraktion R in der 
gegenwartigen Mitteilung ergibt mit aller Scharfe, daB ausschlieBlich 
eine CONH-Bindung gelést wird, die dem Dipeptid angehéren muB. 
Befunde, die fiir eine geringe Uberschreitung dieser Quote sprechen, 
lassen sich nur dadurch erkliren, daB der Hexapeptidkomplex noch 
nicht vollstaéndig geschlossen war. Diese SchlieBung kann lediglich 
durch ein lingeres Erhitzen im Vakuum, wie dies bei der Vortrocknung 
fiir die Analyse notwendig ist, vervollstindigt werden. Die relativ 
leichte Spaltbarkeit der Gelatine durch die tryptischen Fermente 
spricht also gegen die Annahme von Komplexen anhydridischer Natur 
in diesem EiweiBkérper. 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 17, 1927; 170, 247, 1927; Kolloid- 
Zeitschr. 45, 355, 1928. 
2 Wohlgemerkt, unter Annahme von Hauptvalenzen. 
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Versuchsteil (hierzu Tabelle). 
1. Analyse und Molekulargewicht von PI (die Darstellung von PI 
siehe oben im Text). 
0,1332 g Substanz verbrauchen 14,80 ccm n/10 Saéure nach 
Kjeldahl, entsprechend .......... . 16,57%N 
0,1350 g Substanz verbrauchen 14,75 ccm n/10 Saéure nach 
Kjeldahl, entsprechend = 15,31 % N 
0,8424 ¢ Substanz in 15g H,O: J = 0,15°. Molekulargewicht 696. 
2. Pankreatinabbau von Fraktion R. 
1. (Kontrolle): 15 ceem H,O 
75  ,, sekundires Natriumphosphat 
0,3 ¢ Pankreatin (Parke, Davis &Co., London) 
2. (Versuch): 15 cem 4%ige Lésung von R 
75  ,, Phosphat (wie in 1.) 
0,3 ¢ Pankreatin 
3. (Kontrolle): 15 cem 4°%ige Lésung von R 
75  ,,  Phosphat 
Je 15ecm Reaktionsgemisch (0,1 g Substanz R enthaltend) verbrauchen 
nach der Formolmethode nach der Zeit: 


1 2 3 
Oe... e. . . eeea eeet a Baek 1,10 cem 0,70 cem 
&§ Tagen ..... .0,25 ,, n/l0 NaOH 3,50 » 2,20 
eZ i. + 2 se TBS , nf) Bee 418 . 2,50 
Differenzen nach: 
5 Tagen... .. . 0,05cem n/10 NaOH 2,70 com 1,50 cem 
12 si » so « «+ O28 , nile BOUR 3,05 _ ,, 1,80 
Differenz 2 — (1 + 3) nach: 


5 Tagen... .. . 1,15¢eem n/10 NaOH 
) aa tas eticn 3%. Se Ree 


Diese 1,20cem n/10 NaOH entsprechen, das Molekulargewicht zu 
794,46 (Assoziat I) angenommen, der Aufspaltung von genau einer 
—CO—NH-Bindung. Bei der Strukturformel 

ac—gl pr-~—al 
| | @ Oxypr—al 
al—oxypr—zgl 
ac 
ac 
will dies so viel besagen, daB lediglich der nichtanhydrisierte Dipeptid- 
komplex der Spaltung unterliegt. 

3. Desassoziation von R unter der Einwirkung von Pepsinsalzsdure 

bzw. Salzsdure allein. 
1. (Versuch): 2.5g¢ Substanz R 
50 cem n/100 HCl 
2. (Versuch): 2,5¢ R 
50 ccm n/100 HCl 
0,2 g Pepsin 
3. (Kontrolle:) 50 cem n/100 HCl 
0,2 ¢g Pepsin 
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Je 1 cem der Lésungen gaben nach van Slykes Methode : 


sofort. .... . 0,23ccmN 0,44 com 0,36 com (25°, 678 mm) 
nach 16 Tagen. . 0,40 ,, N 0,64 ,, 0,37 ., (27°, 680mm) 


pro Gramm Substanz 0,00135g N  0,00194g N 


Aus den Reaktionsgemischen 1 und 2 wurde das Chlor nach 10 Tagen 
mit Silbercarbonat entfernt und das Filtrat vom Chlorsilber nach de 
Saéttigung mit Schwefelwasserstoff und Filtration vom Silbersulfidnieder- 
schlag im Vakuum zur Trockene verdampft. Der. Riickstand wurde in 
96 °Gigen Alkohol gelést und die Lésung mit Ather gefallt Die getrockneten 
Produkte gaben folgende Resultate nach der kryoskopischen Methode: 

1. 0,9011 g Substanz in 15g H,O; J = 0,179; M = 657. 
2. 0,8546 g Substanz in 15g H,O; J = 0,145°; M = 730. 

Somit erfolgte bereits unter Einwirkung der Salzsiure (n/100) allein 

eine Desassoziation vom Assoziationszustand 


(Assoziat I), + (Assoziat I), 


R (Molekulargewicht etwa 1200) 





iiber (Assoziat I), (Molekulargewicht etwa 800) noch tiefer, indem auch 
das Assoziat I in partieller Weise in den Hexapeptidkomplex + Dipeptid- 
komplex aufgespalten wurde. (Die geringfiigige Entbindung von Amino-N 
nach van Slykes Methode riihrt von einer partiellen Aufspaltung des 
anhydrisch geschlossenen Hexakomplexes her. 








Bemerkungen zur Mitteilung von A. Faitelowitz: 
Zur Kenntnis des Nikotinabbaus im Tabak. 


Von 


A. Fodor und A. Reifenberg. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebraischen 
Universitat, Jerusalem.) 


(Eingegangen am 17. September 1930.) 


In einer Mitteilung dieser Zeitschrift schreibt A. Faitelowitz (1), daB 
er unseren Befund (2)(3), wonach Mazerate von Tabaksblattern imstande 
sind, Nikotin abzubauen, ,,widerlegt‘‘ habe (4). Wir méchten fest- 
stellen, daB wir diese ,,Widerlegung“ im Biochemical Journal (5) zuriick- 
gewiesen haben, worauf hinzuweisen der Autor aber nicht fiir nétig halt. 
An dieser Stelle sei nur kurz wiederholt, daB sich seine Argumentation auf 
die Beobachtung stiitzte, daB wiisserige Zigarettentabakextrakte in Gegen- 
wart von Chloroform nicht alkalisch werden, wahrend dies in Abwesenheit 
von Chloroform der Fall ist. Im Alkalischwerden sieht Herr Faitelowitz 
den Nikotinabbau und fiihrt diesen ausschlieBlich auf die Wirkung von 
Bakterien zuriick. Demgegeniiber betonen wir hier nochmals, da8 wir 
erstens unter aseptischen Bedingungen gearbeitet haben, und daB8 zweitens 
die Reaktion unserer Gemische niemals alkalisch geworden ist, sondern 
nur eine Verschiebung des pa-Wertes, pa = 5,05 bis 5,29, aufwies. Die 
Entdeckung, daB eine Tabaklauge ohne Chloroformzusatz fault, ist an sich 
keine Errungenschaft, ebensowenig wie die Unterbindung dieser Faulnis 
durch Chloroform. Herr Faitelowitz hat es nicht fiir nétig.gehalten, in dem 
mit Chloroform versetzten Gemisch nachzupriifen, ob dort Nikotin abgebaut 
wurde oder nicht. Im iibrigen wiirde es uns nicht Wunder nehmen, wenn 
die sicher gegen Chloroform sehr empfindlichen Oxydasesysteme eine 
E ‘nbuBe erlitten hitten. 

Im iibrigen wollen wir auch hier erwaihnen, daB wir eine Parallelitat 
zwischen dem Nikotinabbau und der Atmung feuchter Tabakblatter im 
Barcroft-Apparat gefunden haben. Diese Sauerstoffaufnahme findet auch 
nach der Filtration von Tabakmazeraten durch Tonkerzen und nach der 
Hinzufiigung von so starken Antiseptika wie Vuzin, Quecksilberchlorid 
und sogar Zyankali unveriandert statt. Weder die Atmung, noch der mit 
ihr verbundene Nikotinabbau hat etwas mit bakteriologischen Prozessen 
zu tun (3). 

In der oben zitierten Mitteilung in dieser Zeitschrift wendet sich Herr 
Faitelowitz in scharfen Worten gegen die von uns angewandte Methodik, 
indem er behauptet, daB Nikotin in Gegenwart von Jodkalium-Queck- 
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silberjodid in schwach schwefelsaurer Lésung Fallungen ergibt, die sich 
im Uberschu8 des Fallungsmittels auflésen, indes Pyridin unter diesen 
Umstinden ungelést bleibt. Wir haben unsere Versuche wiederholt und 
kénnen es nicht begreifen, auf welche Art und Weise Herr Faitelowitz zu 
diesen Ergebnissen gekommen ist. Wir haben an unseren Angaben nichts 
zu berichtigen. Gerade das Umgekehrte ist der Fall; Pyridin ist im Uber- 
schuB des Reagens leicht léslich, Nikotin nicht. 

Es sei tibrigens erwihnt, daB das Jodkalium-Quecksilberjodid (Mayer- 
sches Reagens) als Fallungsmittel fiir Nikotin des 6fteren beschrieben 
worden ist. Gerade die Unléslichkeit des aus Nikotinlésungen gefallten 
Doppelsalzes C,)9H,,.N,(HI),HgI, wird z.B. von Kiessling (6) hervor- 
gehoben. Ferner verweisen wir auf V.Grafe (7). 

AuBerdem wurde unsere Methode zur Trennung von Nikotin von Pyridin 
und Ammoniak von V. Zapolsky (Institut fiir Tabaksforschung, Krasnodar) 
schon vor einem Jahre nachgepriift (8). Er schreibt (Ubersetzung aus dem 
Russischen): ,,Die einzige Methode, welche den Anforderungen auf Ge- 
nauigkeit und Schnelligkeit der Nikotinbestimmung entspricht und welche 
unter den Bedingungen unseres Laboratoriums ausgefiihrt werden kann, 
scheint mir die Methode zu sein, welche von Fodor und Reifenberg vor- 
geschlagen worden ist.‘‘ Nur wegen des kostspieligen Reagens, das im 
Uberschu8 zugesetzt werden mu8 (unter diesen Bedingungen miiBte nach 
Herrn Faitelowitz sich der Nikotinniederschlag lésen) halt Zapolsky unsere 
Methode fiir Serienversuche (auf die es uns nicht ankam) fiir unpraktisch. 

Die Untersuchungen des Herrn Faitelowitz weisen wir hiermit auch 
diesmal auf das entschiedenste zuriick. 


Literatur. 
1) A. Faitelowitz, diese Zeitschr. 224, 459, 1930. — 2) A. Fodor u. 
A. Reifenberg, Biochem. Journ. 19, 830, 1925. — 3) Dieselben, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 162, 1, 1926. — 4) A. Faitelowitz, Biochem. Journ. 21, 262, 


1927. — 5) A. Fodor u. A. Reifenbera, ebendaselbst 21, 1927. — 6) R. Kiss- 
ling, Tabakkunde, Tabakbau und Tabakfabrikation (5. Aufl., Berlin 1925, 
§. 74). — 7) V. Grafe, Nachweis von Alkaloiden (in Abderhaldens Handb. 
d. biol. Arbeitsmethod. 8.7, Berlin u. Wien 1920). — 8) V.Zapolsky, A 
method for the quantitative determination of nicotine etc. (State Institute 
for Tobacco Investigations, Bull. 52, Krasnodar 1929) russisch. 
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Verinderungen der Stickstoffgruppe im Tabak 
beim Dachreifen. 


Von 
A. J. Smirnow und W. P. Izwoschikow. 


(Aus der Fermentativen Abteilung des Staatlichen Instituts fiir Tabaks- 
forschung, Krasnodar.) 


(Eingegangen am 17. September 1930.) 


Bei den Untersuchungen iiber die Umwandlungen, welche die 
Tabaksblatter bei ihrer Bearbeitung erfahren, war die Stickstoff- 
gruppe eine von denen, die am meisten das Interesse der Forscher auf 
sich lenkten’. Wie bekannt, andert sich die Zusammensetzung der 
Tabakblatter am meisten wihrend der ersten Phase des Trocknungs- 
prozesses beim sogenannten Dachreifen; dieser ProzeB ist eigentlich 
nichts anderes als Hungerstoffwechsel?. In dieser ersten Phase des 
Trocknungsprozesses wird eine bedeutende Spaltung der Eiweil- 
kérper festgestellt, was fiir den ProzeB des Hungerns sowohl tierischer 
als auch pflanzlicher Gewebe*, nicht immer aber fiir die Autolyse sehr 
charakteristisch ist. 

Wir verstehen unter Autolyse den fermentativen Zerfall der getéteten 
Gewebe und Organe, was bei der Tabakfermentation der Fall ist. Die 
Tabakfermentation beruht auf der Autolyse der durch Trocknen, getéteten 
Blatter, die vor dem Abtéten ein starkes Hungern erfahren haben (Smirnow, 
1927). Das wird von einigen Autoren (Gawrilow und Kaperina, 1927) bei 
ihren SchluBfolgerungen itiber die Natur der Tabakfermentation auf Grund 
der Verainderungen der Stickstoffgruppe leider nicht beriicksichtigt. Diese 

! R. Kissling, Handb. d. Tabakskunde, 5. Aufl., 1925; Garner, Bacon 
und Foulbert, Bull. of the U.S. Dep. of Agr. 79, 1914; A.J. Smirnow, 
Untersuchungen iiber die Fermentation von hellem Tabak, Krasnodar 
1927 (russisch). 

2 Garner, |. c.; Smirnow u. Drboglaw, Trocknung von gelbem Tabak 
(I. Mitteilung). Einige Angaben iiber die physiologische Charakteristik des 
Dachreifens von Zigarettentabak, Krasnodar 1929 (russisch). 

8 E. Abderhalden, Physiol. Chem. (ins Russische von der zweiten 
deutschen Ausgabe unter der Redaktion von Prof. Sawjalow iibertragen, 
Kiew 1913; S. P. Kostytschew, Physiol. d. Pflanzen, Teil 1, 1924 (russisch). 
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Autoren verwechseln das Hungern mit der Autolyse und beachten gar 
nicht, daB die Autolyse vor und nach dem Hungern bei verschiedenen Be- 
dingungen vor sich geht; auch beriicksichtigen sie nicht die Bedeutung 
von Sauerstoff und Feuchtigkeit fiir den Gang der Autolyse. 

Die Methoden der quantitativen Bestimmung des Gehalts an EiweiB- 
stickstoff sind indirekt und basieren auf der Fallung der EiweiSkérper 
durch Salze von Schwermoetallen und durch andere Fallungsmittel (Tannin, 
Wolframphosphorsiéure), oder aber es liegt diesen Methoden die Koagulation 
von Eiwei8 beim Erwairmen im sauren Medium mit nachfolgender Be- 
rechnung des Gesamtstickstoffs des Niederschlags, welcher als EiweiB- 
stickstoff angesehen wird, zugrunde. In jedem Einzelfall kénnen Zweifel 
aufkommen, ob der ganze gefallte Stickstoff wirklich nur als Eiwei8B- 
stickstoff angesehen werden mu8B; auf diesen Umstand wurde mehrmals 
in einer Reihe von Arbeiten hingewiesen!. In den unlangst veréffentlichten 
Arbeiten von Gawrilow und Taranowa und Gawrilow und Kaperina wird 
hervorgehoben, daS fiir die N-Eiwei8bestimmung im fertigen Tabak keine 
einzige der existierenden quantitativen Bestimmungsmethoden geeignet 
erscheint ?; nach der Meinung der Verfasser gehért der ganze Stickstoff, 
der nach der Methode von Barnstein bestimmt wird, nicht den EiweiB- 
kérpern, sondern anderen Stickstoffverbindungen an; sie vermuten, daB 
durch diese Methode der Stickstoff der Purinbasen bestimmt wird. 

Die Verfasser (Gawrilow und Mitarbeiter) stiitzen sich in ihrer SchluB- 
folgerung hauptsichlich darauf, daB die Aminogruppen keinen Zuwachs 
zeigen, Wihrend Ammoniak, nach der Autoklavenhydrolyse des nach der 
Methode von Barnstein aus dem Wasserauszug des fertigen Tabaks erhaltenen 
Kupferniederschlags, stark zunimmt. 

Doch ist im Wasserauszug kein namhafter Gehalt an Eiweib- 
kérpern zu erwarten, weil in pflanzlichen Objekten gewéhnlich nur sehr 
wenig wasserlésliche EiweiBk¢rper (Albumine) vorhanden sind; in den 
Blattern des fertigen Tabaks, die ein Hungern beim Dachreifen durch- 
gemacht haben, miissen iiberhaupt alle ReserveeiweiBstoffe fast ginzlich 
fehlen. Was die sehr stabilen PlasmaeiweiBkérper anbelangt, so geben 
dieselben nach Kostytschew* — keine charakteristischen Reaktionen 
und kénnen nicht auf die fiir Eiweibstoffe iibliche Weise extrahiert 
werden, sie verharren in einem gebundenen Zustande, wie es scheint, 
in Form von Komplexen von komplizierter Zusammensetzung, welche 
Nucleo- oder Glucoproteide enthalten und die auBber Gruppen von 
Kohlenhydraten, Purin- und Pyridinkernen noch andere Ketten von 
sehr verschiedenem Bau aufweisen*. 

Die wenig stabilen ReserveeiweiBkérper der Tabakblatter, die beim 
Dachreifen (Hungern) zum gréBten Teil gespaltet werden, bedingen, 
wie es scheint, beim ,,Trocknen® den Riickgang des nach der Methode 


1 Kostytschew u. Brilliant, Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 1914; N. N. 
Iwanoff, diese Zeitschr. 120, 1 u. 25, 1921. 

2 Gawrilow u. Taranowa, ebendaselbst 214, 150, 1929. 

3 Gawrilow u. Kaperina, ebendaselbst §. 134. 

4S. P. Kostytschew, Physiol. d. Pflanzen 1924, 8S. 318 (russisch). 
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von Barnstein und nach anderen Methoden bestimmbaren Stickstoffs 
der Eiweibniederschlige. Wahrend der Fermentation von Tabak- 
blattern, die beim Dachreifen ihr ReserveeiweiB eingebiiBt haben, 
enthalten solehe Blatter nur unlésliches, stabiles PlasmaeiweiB; darin 
scheint die Erklirung, warum bei der Fermentation keine Abnahme 
oder nur ein sehr geringer Verlust des nach Barnstein und nach anderen 
Methoden bestimmbaren Stickstoffs der gefiallten EiweiBkirper beob- 
achtet wird, zu liegen. Die in einigen Arbeiten festgestellten Fille 
einer geringen Zunahme von Eiweibstickstoff bei der Fermentation 
k6nnen nur vermeintlich sein und werden entweder durch eine falsche Um- 
rechnung auf die Trockensubstanz (dieselbe bleibt bei der Fermentation 
nicht unverandert, sondern nimmt ab) oder durch eine schon vor der 
Fermentation vorhandene Verschiedenheit der Kontroll- und Versuchs- 
proben erklart werden. In zahlreichen Bestimmungen, die im Labora- 
torium des Verfassers durchgefiihrt wurden und in denen der Verlust 
der Trockensubstanz wahrend der Fermentation und der Vergleich des 
Materials vor und nach der Fermentation an zahlreichen halbierten 
Blattern (es wurden zwei Halften eines und desselben Blattes vor und 
nach der Fermentation verglichen) vorgenommen wurde, konnte eine 
Zunahme von EiweiB-N wahrend der Fermentation in Abwesenheit 
von Mikroorganismen niemals festgestellt werden. 


Die existierenden Methoden, nach denen die quantitativen Be- 
stimmungen von EiweiB-N durchgefiihrt wurden, und besonders die Methoden 
mit Anwendung von Kupferhydroxyd (Kostytschew und Brilliant, 1914; 
N.N. Iwanow, 1921) kénnen jedoch eine falsche Vorstellung iiber die 
wirklichen Verhaltnisse in der Zusammensetzung der N-Giuppe der Tabak- 
blatter geben, und es gibt auch altere Angaben fiir alkaloidhaltige Pflanzen 
von Barnstein' und Stutzer®, nach welchen die Mehrzah] von Alkaloiden, 
falls dieselben mit Gerbstoffen verbunden sind, mit Kupferhydroxyd von 
den Proteinstoffen nicht quantitativ getrennt werden kénnen. Aus diesen 

iriinden war es von Interesse, die Dynamik der Veranderung der Stickstoff- 

gruppe des Tabaks in verschiedenen nacheinander folgenden Stadien des 
Hungerns (Dachreifens) nachzupriifen; dabei sollten sowohl freie als auch 
gebundene Aminogruppen und Basen bestimmt werden, was auf dem Wege 
der gewéhnlichen Hydrolyse mit starken Siuren durchgefiihrt wurde®. 
Der Vergleich des nach dem Verfahren von Barnstein bestimmbaren Stick- 
stoffs (doch nicht im Wasserauszug, sondern nach der iiblichen Weise 
in der ganzen Gewichtsprobe vom Tabak) mit dem des wasserunléslichen 
Tabakanteils und mit einzelnen Formen des Stickstoffs des Wasser- 
auszuges, besonders mit Formen, die bei der Hydrolyse einen Zuwachs 
geben, kann die Zusammensetzung der Stickstoffgruppe in dem nach 
Barnstein erhaltenen Niederschlag aufklaren. 


1 Die landwirtschaftliche Versuchsstation 54, 327, 1900. 

2 Journ. f. Landwirtsch. 54, 1906. 

3 HE. Fischer, Untersuchungen iiber Aminoséuren, Polypeptide und 
Proteine, Berlin 1906, S. 55ff. 
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Unsere Untersuchungen sollten daher die beim Hungern der 
Tabakblatter erfolgenden Veranderungen in der Zusammensetzung 
der Stickstoffgruppen aufkliren. Es sollten die Verainderungen der 
Stickstoffgruppen sowohl des wasserunléslichen Teiles der Tabak- 
blatter als auch des Wasserauszugs aus denselben untersucht werden. 
Ebenso muBten auch die Verdinderungen in nach der Methode von 
Barnstein bestimmbarem Stickstoff ermittelt werden. 


Material und seine Vorbereitung. 


Fiir unsere Versuche brauchten wir Tabakblatter von Pflanzen 
(orientalischer Typus, Sorte Tyk-Kulak), die auf dem Versuchsfeld des 
Staatlichen Instituts fiir Tabakforschung im Jahre 1929 gezogen wurden. 
Zu diesem Zwecke wurden Blatter von zwei Altersstufen verwendet. Junge 
Blatter (vier bis fiinf Blattetagen von oben) wurden wahrend der Bliite bei 
klarem Wetter (19. August) um 7144 Uhr morgens gesammelt. Sie waren 
ebenso wie die Blatter der anliegenden Etagen lebhaft griin gefarbt. Nach 
ihrem Zustande waren die Blatter noch gar nicht reif. Ausgewachsene 
Blatter (sieben bis acht Etagen von unten) wurden bedeutend  spéter 
(5. Oktober) zurzeit der Reife der Samenkapseln gesammelt; diese Blatter 
wurden um 1044 Uhr morgens ebenfalls bei klarem, sonnigem Wetter 
geerntet. Die Blatter waren hellgriin gefarbt und an den Randern etwas 
vergilbt. Nach ihrem Zustande kénnen die Blatter als etwas iiberreif 
charakterisiert werden. 


Nachdem die Blatter im Laboratorium mit Leitungswasser abgewaschen 
waren, wurden aus den Blattspreiten mit einer runden Stahlschablone 
Scheiben von einer Flache von 13,36 qem ausgeschnitten (es wurde be- 
achtet, daB beim Ausschneiden die Mittelrippe unberiihrt blieb). Die 
ausgeschnittenen Blattscheiben wurden vorerst mit destilliertem Wasser 
und kurz vor dem Versuch noch mit einer 1 %igen Lésung von Wasserstoff- 
superoxyd wihrend 5 bis 10 Minuten durchgewaschen; durch dieses letzte 
Verfahren sollten die offenen Gewebepartien sterilisiert werden. In den 
Versuchen mit jungen Blattern haben wir in einzelnen Portionen 18036 
und 23046 qem Blattmaterial, in Versuchen mit ausgewachsenen Blattern 
16032 und 17368 qem Blattmaterial angewandt. Das _ Blattmaterial 
wurde auf einen diinnen Faden aufgereiht und auf paraffinierte Holz- 
stative mit Sublimat aufgehangt; dabei wurde zwischen den einzelnen 
Blattscheiben eine etwa 2mm dicke Luftschicht gelassen. Wir lieBen die 
Stative mit dem Material in geriéumige Exikkatoren stellen, wonach durch 
dieselben waihrend der ganzen Versuchsdauer Zimmerluft mit einer 
Geschwindigkeit von etwa 60 Liter pro Stunde durchgeleitet wurde. 
Wahrend des Versuchs wurden die Exsikkatoren mit schwarzem Stoff 
zugedeckt. Das Hungern der jungen Blatter dauerte 5 Tage (19. bis 
24. August). Ausgewachsene Blatter lieBen wir 4 Tage (5. bis 9. Oktober) 
hungern. Bei einem Teile des Materials in jedem Exsikkator wurde 
das Hungern periodisch abgebrochen; zu diesem Zwecke wurde ein Teil 
des Materials aus dem Exsikkator herausgenommen und ebenso wie das 
Ausgangsmaterial vor der Einleitung der Versuche mit heiBem Alkohol 
iibergossen. Die Alkoholpraparate wurden bis zur Analyse in Glaszylindern 
mit eingeschliffenen Glasstopfen aufbewahrt. 
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Um der Kondensation von aus dem Material verdunstendem Wasser 
vorzubeugen, stellten wir in die Exsikkatoren Glasschalen mit trockenem 
Chlorealeium. Da aus jungen Blaittern das Wasser energischer verdunstete, 
war die Feuchtigkeit in den Exsikkatoren, die solches Material enthielten, 
héher als in Exsikkatoren mit ausgewachsenen Blattern, in diesen war die 
Feuchtigkeit héher als $0 %, bei jenen schwankte die Feuchtigkeit im Mittel 
zwischen 83,5 und 87,5%. Auch die Temperaturverhiltnisse waren beim 
Hungern von jungen und ausgewachsenen Blattern verschieden. Junge 
Blatter machten das Hungern bei einer Temperatur von 27,5 bis 30° C 
durch, wahrend die ausgewachsenen Blatter denselben ProzeB bei einer 
Temperatur von 18,3 bis 20,3° C durchmachten. Trotz der langeren Hunger- 
periode und trotz der viel héheren Lufttemperatur blieben die jungen 
Blatter bis zum Versuchsabschlu8 griin gefarbt, wahrend die ausgewachsenen 
eine gelbliche Farbung erhielten; die jungen und ebenso auch die alten 
Blatter blieben bis zum Schlu8 am Leben, was in ihrer Fahigkeit, den Turgor 
wieder herzustellen, zum Ausdruck kam. Wahrend des Hungerns ver- 
brauchten die jungen Blatter 7,2% Trockensubstanz, wihrend die aus- 
gewachsenen 13,7°% Trockensubstanz verloren; das scheint damit zu- 
sammenzuhangen, daB die ersten wihrend der Tabakbliite, zur Zeit wo die 
Blatter am wenigsten Kohlenhydrate enthalten und eine stark reduzierte 
Atmungsenergie aufweisen!, geerntet waren. Auf 1000 qem der Blattober- 
flache enthielten junge Blatter bei Beginn des Hungerns 104,5 mg Kohlen- 
hydrate (Starke, Di- und Monosachharide umgerechnet auf Glucose), bei 
AbschluB des Hungerns 34,5 mg. Ausgewachsene Blatter enthielten bei 
Beginn des Hungerns 647,4mg, bei Abschlu8 des Versuchs 217,9 mg. 
Folglich verbrauchten junge Blatter waihrend des Hungerns auf 1000 qem 
Blattoberflache nur 70 mg Kohlenhydrate, wihrend ausgewachsene Blitter 
auf die gleiche Blattoberfliche 430 mg verarbeiteten, d. h. sechsmal mehr. 


In unseren Versuchen mit hungernden Blattern fanden Stickstoff- 
verluste in gasférmiger Form (fliichtige organische Basen, Ammoniak) nicht 
statt, was schon aus unserer friiheren Arbeit hervorgeht *, weil die Reaktion 
des Materials waihrend der ganzen Hungerperiode sauer blieb; beim 
Hungern von jungen Blattern konnte man eine merkliche Verschiebung 
der Reaktion nach der sauren Seite beobachten, wihrend bei ausgewachsenen 
Blattern die Reaktion nur etwas nach der alkalischen Seite verschoben 
wurde. 





Dauer des Hungerns in Tagen: 0 ‘ 1 z 4 5 
Pu junger Blatter... . 5,50 5,41 5,34 - 5,25 
Pu ausgewachsener Blatter 5,42 5,44 - 5,56 ~~ 


Das Wasserdefizit des Materials wurde nur bei ausgewachsenen Blattern 
beriicksichtigt. Im Ausgangsmaterial war das Wasserdefizit 8,88, nach 
eintagigem Hungern 10,3% und beim AbschluB des Versuchs nach vier- 
tagigem Hungern 33,76% (auf den Wassergehalt des Ausgangsmaterials 
bei voller Wassersaéttigung bezogen); sowohl im Ausgangsmaterial als auch 
auf dem Versuchsmaterial wurde bis zum Abschlu8 des Hungerns gar keine 
Entwicklung von Mikroorganismen beobachtet. 


1 Smirnow u. Mitarbeiter, Planta 6, 687, 1928. 
Smirnow u. Drboglaw, 1. c. 
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Analyse von Alkoholpriparaten des Materials. 


Zur Bestimmung des Stickstoffgehalts im Alkoholmaterial nach 
der Methode von Barnstein wurde der Alkohol in einen Destillations- 
kolben abgegossen und im Vakuum bei 40 bis 45mm Druck ab- 
destilliert. Der feste Riickstand des Materials wurde von der Haupt- 
menge des Alkohols befreit und in einem Mérser mit gewaschenem und 
ausgegliihtem Sand verrieben. Die verriebene Masse wurde sodann 
in ein Glas iibertragen; auch der Riickstand nach der Abdestillierung 
des Alkohols wurde in dasselbe Glas gespilt. Das auf diese Weise 
vereinigte Material wurde mit heibem Wasser iibergossen und auf 
einem Wasserbad erhitzt; ohne den unlésbaren Teil des Materials 
abzusondern, wurde sodann zu der erhaltenen Mischung eine Lésung 
von Kupfersulfat und Alkalilauge in Mengen und Konzentrationen, 
wie sie von Barnstein' empfohlen wurden, zugegossen. Der Kupfer- 
niederschlag wurde mit siedendem Wasser bis zum Verschwinden der 
Reaktion auf Kupfer und Schwefelsiure im Waschwasser gewaschen 
und in ihm der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 


Um die einzelnen Stickstoffgruppen des Materials zu berechnen, wurde 
dasselbe in zwei Portionen, eine wasserlésliche und eine in siedendem 
Wasser unlésliche (fester Rest) geteilt ; die letztere Portion geht gewéhnlich 
in den nach Barnstein zu erhaltenden restlos iiber. Beide Portionen 
wurden getrennt analysiert. Die Teilung der Alkoholpraparate erfolgte 
in der Weise, daB Alkohol in der oben geschilderten Weise vom festen 
Riickstand im Vakuum abdestilliert wurde. Die verriebene Masse des 
festen Materialanteils wurde sodann mit dem nach der Destillation im 
Kolben verbliebenem Rest vereinigt; um bei dieser Operation Material- 
verlust zu verhiiten, wurde der Destillationskolben mehrfach mit Wasser 
und kleinen Mengen heiBen Alkohols gespiilt. Das so vereinigte Material 
(es machte etwa 250 ccm aus) wurde bis zum Sieden erhitzt und auf 
einem Buchner-Trichter abgesaugt. Der Riickstand wurde solange auf dem 
Filter mit heiBem Wasser gewaschen, bis die Waschwisser farblos erschienen. 

Bei einem Gehalt von 15g Trockensubstanz im Material erreichte 
das Filtrat mit dem Waschwasser zusammen gewoéhnlich etwa 2 Liter. 
Am schnellsten und reinsten ging die Filtration bei Anwendung eines 
doppelte, Filters von Schleicher u. Schiill Nr. 595. 


In Wasser unléslicher Teil (A). Der mit heiBem Wasser gewaschene 
Riickstand wurde bei 50 bis 70°C getrocknet, sodann restlos in einen 
Kjeldahl-Kolben (500 ccm) iibertragen, mit 25 %iger Schwefelsaure iiber- 
gossen (100 ccm) und durch l6stiindiges Erwirmen im Olbad von 150° C 
hydrolysiert. Die waihrend der Hydrolyse entstandenen Melanine wurden 
abfiltriert und mit heiBem Wasser solange gewaschen, bis das Wasch- 
wasser farblos erschien (das entsprach dem Moment, wo das Waschwasser 
keine Reaktion mehr auf Schwefelséure gab). Der Melaninstickstoff wurde 
nach Kjeldahl durch Verbrennen der Melanine zusammen mit dem Filter 
mit 75 ccm starker H,SO, bestimmt. 


1 F. Barnstein, Die landwirtsch. Vers.-Stat. 54, 327 bis 336, 1900. 
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Das von Melaninen befreite und mit dem Waschwasser vereinigte 
Hydrolysat wurde etwas eindampft und vom SchwefelsaéureiiberschuB durch 
Kalk befreit; wurde diese Operation unterlassen, so schieden sich bei der 
Neutralisation von stark verdicktem Hydrolysat mit Alkalilaugen Kristalle 
von schwefelsauren Salzen ab. 


Das vom UberschuB8 der Schwefelsiure befreite Hydrolysat wurde zu- 
sammen mit dem beim Auswaschen des entstandenen Gips verwendeten 
Waschwassers auf einem Wasserbad ungefahr bis zu 100 cem in einer 
Porzellanschale eingedampft. Hierauf wurde der Riickstand in einen 
MeBkolben iiberfiihrt, mit Alkalilauge neutralisiert und auf 200 cem mit 
destilliertem Wasser aufgefiillt. Aus diesem Quantum wurden 25 ccm zur 
Bestimmung des Gesamtstickstoffs des Hydrolysats (ohne Melaninstick- 
stoff) nach Kjeldahl verbrannt. Addiert man den Gesamtstickstoff des 
Hydrolysats mit dem Melanin-N, so erhalt man den Gesamt-N des in 
heiBem Wasser unléslichen Teiles des Tabaks. 


Der Rest des léslichen Teiles des Hydrolysats (175 eem) wurde in einen 
Destillationskolben iiberfiihrt, mit MgO bis zur schwach alkalischen 
Reaktion vermischt und im Vakuum bei 35°C zwecks Bestimmung des 
aus Amiden bei der Hydrolyse entstandenen Ammoniaks abdestilliert. 
Das abdestillierte Ammoniak wurde in n/10 H,SO, aufgefangen. Der im 
Kolben verbliebene, Aminosaéuren und nicht fliichtige organische Basen 
enthaltende, alkalische Riickstand wurde in 10% ,iger Salzsiure aufgelést, 
in einen MeBkolben von 200 cem iiberfiihrt und mit Lackmus ganz genau 
neutralisiert ; sodann wurde bis zur Marke mit destilliertem Wasser auf- 
gefillt. Aus diesem Quantum wurden 10 ccm fiir die Bestimmung von 
Amino-N nach der Methode von van Slyke und 20cem fiir die Be- 
stimmung der Summe der Basen (ohne Ammoniak) nach der Methode 
von Kossel durch Fallen mit Phosphorwolframsaure! entnommen. 


Die Basen fallten wir in einer mit Schwefelsiure (bis zu 5°,) an- 
gesauerten Lésung. Der Niederschlag wurde mit 5° ,iger Schwefelséiure 
gewaschen und mit festem Ba(OH), unter Verreiben im Porzellanmérser 
zersetzt. Den Stickstoff der Basensumme, die in Lésung iiberfiihrt war, 
haben wir nach dem Entfernen von schwefelsaurem Barium in der ganzen 
Lésung mitsamt dem Waschwasser nach Kjeldahl bestimmt, nach vor- 
angehendem Eindampfen bei saurer Reaktion. (Eine unmittelbare Ver- 
brennung des unzersetzten Niederschlags der Basen nach Kjeldahl wird 
von starken St6Ben im Kolben begleitet und kann nicht bis zum SchluB 
durchgefwhrt werden.) 


Wasserléslicher Teil (B). Der Wasserauszug aus dem Tabak wurde 
mit dem Waschwasser zusammen in einen MeSkolben von 2 Liter iiber- 
fiihrt und bis zur Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Nach 
sorgfaltiger Vermischung des Kolbeninhalts wurde die gesamte Fliissigkeits- 


1 Bei der Bestimmung von Amino-N nach van Slyke hielten wir uns 
genau an die Beschreibung, die in dem Aufsatz von W. Graszmann: Nachweis 
und Bestimmung der Proteasen, in der Monographie von C. Oppenheimer 
u. L. Pincussen, Die Methodik der Fermente 1929, S. 983 bis 988, ausgefiihrt 
ist. Bei der Bestimmung der Basen stiitzten wir uns auf die Dissertation 
von A. R. Kisel: Arginin und seine Umwandlungen in Pflanzen, Moskau 
1916 (russisch). 
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menge in drei Teile geteilt. In einem Teil der Fliissigkeit (a) — 100 cem — 
wurde der Gesamtstickstoff des Auszuges bestimmt; der andere Teil (b) — 
500 com — diente zur Bestimmung von Nikotin, und der dritte Teil (¢) — 
1400 cem — wurde fiir die Bestimmung von Séureamiden und der teils 
frei vorhandenen, teils bei der Hydrolyse entstehenden Aminosauren, 
Ammoniak und Basen verwendet. 


a) Eindampfen in saurer Lésung und Verbrennen des Restes nach 
Kjeldahl in ein und demselben Kolben. 


b) 500 cem des Auszuges wurden in einer Porzellanschale auf dem 
Wasserbad bis zu einem geringen Volumen eingedampft. Der Rest wurde 
in einen Destillationskolben iiberfiihrt, mit 1l0cem 10° iger Natron- 
lauge schwach alkalisch gemacht und das Nikotin aus der alkalischen 
Fliissigkeit mit Dampf abdestilliert. In die Vorlage fiir das Destillat wurden 
50 ccm n/l0 H,SO, gegeben. Das Ende der Destillation wurde daran 
erkannt, daB8 das Destillat mit HgJ, + KJ nicht mehr reagierte. Das 
erhaltene Destillat wurde ungefahr bis auf 80 ccm eingedampft, und dann 
das Nicotin mit einer Lésung von HgJ, in KJ gefallt. Der Nicotin- 
niederschlag wurde mit der Lésung des Fallungsmittels durchgewaschen 
und nach Kjeldahl! verbrannt. 


c) Der ganze Rest des Wasserauszuges (1400 cem) wurde im Vakuum 
(bei 3 bis 3,5em Druck) ungefahr auf 350 ccm eingeengt. Um das 
Ammoniak aus den Salzen zu _ verdrangen, wurde zur eingeengten 
Lésung in Wasser verteiltes MgO gegeben. Das Ammoniak wurde 
aus demselben Kolben, in dem das Eindampfen erfolgte und _ bei 
demselben Vakuum bei 35°C abdestilliert. In der Vorlage war ver- 
diinnte Schwefelsiure. Das Ammoniakdestillat, das einen unbestimmten 
Teil von anderen fliichtigen Basen, hauptsachlich Nicotin, enthielt, 
wurde auf dem Wasserbad eingeengt und von Nicotin durch Fallen 
mit HgJ, + KJ, wie in der zweiten Partie des Auszuges (b), befreit. 
Die von Nicotin befreite saure Lésung von Ammoniaksalzen mitsamt 
dem Waschwasser wurde mit einer kleinen Menge Alkalilauge schwach 
alkalisch gemacht und sodann das Ammoniak in eine n/10 Schwefel- 
saure tiber freier Flamme abdestilliert. 


Der im Destillationskolben verbliebene Riickstand wurde nach der 
Abdestillierung von fliichtigen Basen mit MgO in 10% iger HCl aufgelést 
und quantitativ in einen MeBkolben von 200 cem tiberfiihrt. Die Lésung 
wurde sodann mit Natronlauge neutralisiert und bis zur Marke mit 
destilliertem Wasser aufgefiillt. Aus der erhaltenen Lésung nahmen wir 
10 ccm, um die freien Aminogruppen nach van Slyke za bestimmen ; 
fiir die Bestimmung von gebundenen Aminogruppen, Amiden und Basen, 
wurden 50ccm der Lésung durch Il6stiindiges Erhitzen mit 25 %iger 
Schwefelsiure hydrolysiert. 100 ccm derselben Lésung (ohne Hydrolyse) 
wurden mit basischem, essigsaurem Blei bearbeitet, dadurch sollten die in der 
Lésung vermuteten Polypeptide, die bei der Bestimmung von freien Basen 
mit Phosphorwolframsaure gefallt werden kénnen, entfernt werden. Blei- 
acetat wurde solange zugegeben, bis die Niederschlagsbildung aufhérte. 
Der Bleiniederschlag wurde abfiltriert und mit kaltem Wasser solange 
gewaschen, bis im Waschwasser keine Spuren von Blei nachzuweisen 


A. Fodor u. A. Reifenberg, Biochem. Journ. 19, 827 bis 835, 1925. 
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waren. Das mit dem Waschwasser vereinigte Filtrat wurde vom geringen 
Uberschu8 von Blei mit Soda befreit; zu diesem Zwecke iiberfiihrten 
wit die Lésung in einen MeBkolben von 1000 cem und fiillten nach 
der Ausscheidung von Blei durch Soda mit destilliertem Wasser bis 
zur Marke auf. Fiir die weitere Analyse verwendeten wir 800 cem der 
iiber dem Niederschlag geklarten Fliissigkeit. Die Menge des gebildeten 
PbCO, ist ganz unbedeutend. Die vom Blei befreite Lésung wurde 
auf dem Wasserbad auf ein kleines Volumen eingeengt und im MebB- 
kolben auf 100cem mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Fiir die Be- 
stimmung von freien Basen durch Fallen mit Phosphorwolframsaéure 
nahmen wir aus diesem Kolben 20cem, die iibrigen 80 cem wurden 
dazu verwendet, um die Saéureamide nach Sachse mit schwacher Salz- 
siiure zu verseifen. 


Durch vorlaufige Analysen wurde festgestellt, daB der nach der Ab- 
destillierung von Ammoniak mit MgO im Vakuum im Wasserauszug ver- 
bliebene Teil des Nicotins bei der Bearbeitung der Lésung mit Phosphor- 
wolframsadure restlos mit anderen Basen niedergeschlagen und mit dem 
nach der Verseifung der Saéureamide erhaltenen Ammoniak teilweise ab- 
destilliert wird. Aus diesem Grunde neutralisierten wir die Lésung, nach 
der Verseifung von Séureamiden durch Salzséure, mit Alkali, bis die Lésung 
eine schwachsaure Reaktion aufwies; sodann wurde das Nicotin mit 
einer Lésung von HgJ, + KJ _ gefallt. Aus der von Nicotin befreiten 
Lésung wurde in Anwesenheit von MgO (dasselbe wurde bis zur schwach- 
alkalischen Reaktion der Lésung zugegeben) im Vakuum abdestilliert. 
Das gefallte Nicotin wurde nach Kjeldahl verbrannt, und wir benutzten die 
erhaltenen Daten, um den Stickstoffgehalt der Basen, mit denen zusammen, 
wie gesagt, auch das Nicotin gefallt wird, zu korrigieren. Wir nahmen an, 
daB die Differenz zwischen der durch Phosphorwolframsaéure gefillten 
Basensumme und dem Nicotin die Summe der Hexon- und Xantin- 
basen darstellt. 

Der Teil des Wasserauszuges, der unmittelbar nach der Abdestillierung 
vom Ammoniak eine 16stiindige Hydrolyse durchzumachen hatte, diente, 
wie oben gesagt, dazu, um die in Polypeptiden gebundenen Aminoséuren 
und Basen zu bestimmen. Der Stickstoff der bei der Hydrolyse des Wasser- 
auszuges entstandenen und mit heiBem Wasser ausgewaschenen Melanine 
wurde nach Kjeldahl bestimmt. Das von Melaninen befreite und mit dem 
beim Auswaschen der Melanine erhaltenen Waschwasser. vereinigte Hydro- 
lysat wurde vom UberschuB an Schwefelsiure durch Ca(O H), oder Ba(OH), 
befreit. Das bei der Hydrolyse sowohl aus freien Séureamiden als auch 
aus den in Polypeptiden gebundenen Amiden gebildete Ammoniak wurde 
im Vakuum mit MgO abdestilliert. Der im Destillationskolben  ver- 
bliebene Riickstand wurde in 10° iger HCl gelést, in einen MeBkolben 
von 100cem iiberfiihrt, neutralisiert und mit destilliertem Wasser bis 
zur Marke aufgefiillt; in dieser Lésung wurden Basen, Aminosiuren und 
Nicotin, wie oben geschildert, bestimmt. 


Die Bestimmung des im Destillationskolben verbliebenen Nicotins 
war fiir die Ermittlung der Summe von Hexon- und Xantinbasen im Hydro- 
lysat des Wasserauszuges notwendig. 


Um eine gréBere Klarheit iiber den Gang der Analyse des wasser- 
léslichen Teiles des Tabaks zu gewinnen, stellen wir hier den Verlauf der 
Analyse schematisch dar. 
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Analysenschema des Wasserauszuges. 


HeiBer Wasserauszug + Waschwasser. 


a) ¢) b) 
Gesamtstickstoff des Aus- Kindampfen und Destilla-  Destillation von Nicotin 
zuges nach Ajeldahl tion von NHgs und eines mit Wasserdampf und 


Fallen mit einer Losung 
von HgJ, + KJ 


Teiles des Nicotins im 


Vakuum mit MgO 


Destillat wird vom Nicotin Riickstand 
durch Fallen befreit, im Kolben wird in 
wiederholte Destillation schwacher HCl gelést 

von Ammoniak in 


nj/10 H,SO, 
Tnags 


— ’ "ie 
Lésung wird von Poly- Berechnung der freien 16stiindige Hydrolyse mit 
peptiden durch basisches Aminogruppen nach 25% iger HySO, 
Bleiacetat befreit van Slyke ot 
Verbrennen der Melanine | 





y 


Fallen von freien 
mit Nicotin durch 


phor-Wolframsaure 


| 
penne: 


Destillation des aus 
den Amidogruppen 
erhaltenen Ammo- 
niaks im Vakuum 
mit MgO 


agen 


Basen Hydrolyse 


Phos- 


“ 

Um den N freier 
Basen ohne Nicotin 
zu berechnen, wird 
der Nicotinnieder- 
schlag nach Kjel- 


gruppen nach Sachse, Be- 
freiung der Lésung von 
Nicotin 


ff 


nach Kjeldahl 


Uberschiissige HySO, wird 

mit Kalk ausgeschieden. 

Destillation von NHgs im 
Vakuum mit MgO 


weneett: y 


Destillat wird vom Kolbenriickstand 
Nicotin befreit, wird in schwacher 
wiederholte Destil- HCl gelést 
lation v. Ammoniak | | 
in n/10 H,SO, | 


von Amido- 





dahl verbrannt | 





— 


| 
| 


y 


4 ' 


Die Summe der Basen Summe der Amino- Zwecks Ermittelung des 
mit Nicotin wird gefallt gruppen wird nach van N-Gehaltes in der Summe 


der freien Basen ohne 
Nicotin wird dasselbe ‘in 
der Lésung berechnet 


Slyke berechnet 


Ubersicht der Ergebnisse. 


Durch das Fixieren der Tabakblatter mit siedendem Alkohol 
sollten die in den Blattern vorhandenen Eiweibstoffe denaturiert 
und unléslich gemacht werden. Die nach der Abdestillierung des 
Alkohols durchgefiihrte Extraktion mit heiBem Wasser hatte 


den Zweck, die stickstoffhaltigen Verbindungen aus der Gruppe 
der NichteiweiBkérper, einschlieBlich aber der Peptone, in Lésung 


zu bringen. 
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An Hand der Tabelle I kann man die Verteilung des Stickstoffs 
in verschiedenen nacheinander folgenden Stadien des Hungerns wahr- 
nehmen. Diese Tabelle gibt auBerdem einen Uberblick iiber den Stick- 
stoffgehalt im unléslichen Rest und in dem in heiBem Wasser lislichen 
Anteil der Tabakblatter, sowie iiber den Gesamtgehalt des Stickstoffs 
im Tabak (durch Summation). 

Die Unterschiede im Gehalt an Gesamt-N pro Einheit der Blatt- 
oberfliche in einzelnen Portionen von jungen und ausgewachsenen 
Blattern sind infolge einer gewissen Ungleichheit des Materials ent- 
standen; die Annahme, dai wihrend des Hungerns ein Verlust von 
Stickstoft stattfindet, mub, wie oben bemerkt wurde, zuriickgewiesen 
werden, weil in der Luft, die aus den Behiltern mit dem Material aus- 
strémte, keine fliichtigen N-Verbindungen nachzuweisen waren (die 
Luft wurde durch Kaliapparate mit Schwefelsiure gesaugt und 
diese nach Kjeldahl mit negativem Ergebnis analysiert!) Auch 
der Charakter der Schwankungen im N-Gehalt einzelner Portionen 
spricht gegen eine soleche Annahme. Die maximalen Abweichungen in 
einzelnen Portionen vom mittleren N-Gehalt waren bei jungen 
Blattern +- 1,94 und 3,39°,, (mittlerer Gehalt 196,97 mg), bei alten 
Blattern + 4,07 und 5,33, (mittlerer Gehalt 148,61 mg). 

Sowohl das Hungern von jungen als auch von alten Blattern wird 
von einer Abnahme des absoluten und des relativen N-Gehalts der 
unléslichen Fraktion und von einer entsprechenden Zunahme der 
Summe von léslichen N-Formen begleitet. Diese Verainderungen im 
N-Gehalt der beiden Fraktionen erfolgen am ersten Tage des Hungerns 
weniger intensiv als an den folgenden Tagen. Bei weiterem Hungern 
(wir haben das nur an jungen Blattern verfolgt) werden diese Ver- 
anderungen wieder schwicher. 

In diesem Charakter der Verinderungen von léslichen und un- 
léslichen N-Formen in den Tabakblittern ist eine Analogie mit den 
Erscheinungen, die beim Hungern der im Dunkeln keimenden Samen 
langst bekannt sind. Hier finden analoge Verinderungen des Stick- 
stoffgehalts im Eiwei8 und NichteiweiB statt, wobei der zeitliche 
Verlauf der Proteolyse (bei Keimung) eine Ubereinstimmung mit der 
Dynamik der Atmungs- und Wachstumsenergie zeigt: So ist die Pro- 
teolyse beim Beginn der Keimung nur gering, wachst im weiteren 
Verlauf der Keimung an, erreicht ein Maximum und nimmt beim 
AbschluB der Keimung wieder ab!. 


1 D. N. Prianischnikow, EjiweiBstoffe und ihre Umwandlungen in 
Pflanzen im Zusammenhang mit der Atmung und Assimilation. Dissertation 
Moskau 1890. Jubilaumsband der wissenschaftlichen Arbeiten von D. N. 
Prianischnikow, Teil Il, 1928 (russisch). 
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Amino-N und Ammoniak-N, die nach der Hydrolyse des in heiBem 
Wasser unléslichen Anteils des Tabaks bestimmt werden, weisen beim 
Hungern ganz denselben Gang der Veranderungen auf, wie auch der 
Gesamt-N desselben Anteils. Der Basen-N gibt am ersten Tage des 
Hungerns eine geringe Steigerung, doch im weiteren Verlauf fillt 
der Gehalt an Basen-N unter den anfinglichen Zahlenwert. Die 
Abnahme von Melanin-N ist, wie es scheint, sowohl mit der Ab- 
nahme von Stickstoff als auch mit der Abnahme von Reservekohlen- 
hydraten beim Hungern verbunden (Tabelle I). 

Inwieweit wahrend des Hungerns die qualitative Zusammen- 
setzung der Stickstoffgruppe des im Wasser unléslichen Tabakanteils 
bestandig ist, kann aus Tabelle III ersehen werden. Hier ist der Gehalt 
an einzelnen Stickstofformen in Prozenten des Gesamt-N im un- 
léslichen Tabakanteil angefihrt. 

Wenn man die erhaltenen Daten mit der Verteilung der Stickstoff- 
formen im Plasmaeiweif von Blaittern anderer Pflanzen vergleicht, 
so ist eine groBe Ahnlichkeit im Gehalt an Amino-N und Ammoniak-N 
zu sehen, waihrend der Gehalt an Basen-N besonders in den jungen 
Tabakblattern vor dem Hungern im Vergleich mit Blittern anderer 
Pflanzen etwas vermindert erscheint. 





Mono-amino- 


BlattereiweiB eam Basen-N | Amido-N Autoren 
Spinat ... 64,04 22,49 7,50 Osborn u. Wakeman! 
Bohnen . . 54,01 28,66 9,38 Chibnall u. Schreyver? 
ee 55,81 28,17 7,44 Chibnall u. Nolan ® 
Spinat. .. 58,09 27,32 6,57 Chibnall* 
Luzerne .. 66,33 25,20 5,62 Chibnall u. Nolan ® 


Wenn man die Stickstoffverbindungen des unldslichen Tabakanteils 
nach der Gewinnung dieses Anteils und nach der Verteilung der Stickstoff- 
formen in diesem Anteil beurteilt, so unterliegt es keinem Zweifel, dap die 
Stickstoffverbindungen hier ausschlieBlich durch Eiweifstoffe vertreten sind. 

Die geringere Stabilitat in der Zusemmensetzung der Sti &stoff- 
formen im unléslichen Anteil der jungen Tabakblatter wahrend des Hungerns 
macht die Annahme médglich, dag hier eine kompliziertere Mischung von 
Eiweifstoffen vorhanden war als in der gleichen Fraktion der alten Tabak- 
blitter. Diese gréBere Kompliziertheit der EiweiBmischung und der 


1 Journ. of biol. Chem. 42, 1, 1920; 49, 63, 1921. 

2 Biochem. Journ. 15, 60, 1921. 

3 Journ. of biol. Chem. 62, 179, 1924. 

4 Amer. Chem. Soc. 48, 728, 1926. 

5 Journ. of biol. Chem. 62, 174, 1924. Eine ahnliche Zusammen- 
setzung der Blatter wurde auch bei einer ganzen Reihe von anderen Pflanzen 
fest gestellt : Chibnall u. Grovon, Biochem. Journ. 20, 108, 1926. 
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stirkere Riickgang von Eiweib-N in jungen Blattern ist, wie es scheint, 
damit verbunden, daB in den jungen Blattern eine grobe Menge von 
ReserveeiweifB, das bei der Proteolyse leichter als PlasmaeiweiB ge- 
spaltet werden, vorhanden ist. Infolgedessen nahert sich der Stick- 
stoffgehalt und die Zusammensetzung der Stickstofformen im un- 
léslichen Anteil der jungen Blatter solchen des unldslichen Anteils 
der ausgewachsenen Blatter. Letztere enthalten, wie es scheint, im 
Verhaltnis zu ReserveeiweiB eine tiberwiegende Menge von Plasma- 
eiweiB, deshalb bleibt hier das Verhaltnis zwischen den Stickstoff- 
formen fast stabil, obwohl die gesamte Menge des EiweiB-N (im un- 
léslichen Anteil der ausgewachsenen Blatter) wihrend des Hungerns 
abnimmt. Die Verinderung des Gehalts an Gesamt-N im unldslichen 
Anteil (EiweiB) der Tabakblatter wihrend des Hungerns war dem 
Gang der Verinderungen des nach der Methode von Barnstein bestimm- 
baren Stickstoffgehalts ganz analog: wird der Gehalt an Gesamt-N 
(der unlésliche Anteil) auf den Gehalt des nach Barnstein bestimm- 
baren N bezogen, so sieht man, daB die nach der Methode von Barn- 
stein fallbaren Stickstoffverbindungen vorwiegend aus unléslichem 
(EiweiB) Stickstoff zusammengesetzt sind und nur verhaltnismaBig 
wenig wasserlésliche Stickstofformen enthalten (siehe Tabelle IV). 


Tabelle IV. 
Nach der Methode von PBarnstein bestimmbarer und unldéslicher Stickstoff 
der Tabakblatter. 











Stickstoff nach Barnstein in mg Unléslicher Stickstoff, 
ae — —- —$—$—$—$—$ $$ $______________|| auf den Stickstoff nach 
— auf 1000 qem Blattober- in °/9 des Gesamt-N Barnstein bezogen 
i fliche des Tabaks in % >» 
Junge Alte Junge Alte Junge Alte 
Tage Blatter Blatter Blatter Blatter Blitter Blatter 
0 160,02 121,98 80.0 80,0 96.0 — 
1 153,92 111,62 77,0 72,0 93,0 95,0 
3 155,99 _ 61,0 -- 91,0 -- 
4 ~ 81,58 — 58,0 — 91,0 
5 107,4 -- 54,0 92.0 - 


Auf Kosten welche? léslichen Stickstofformen konnte der Eiweib- 
(unléslicher) Stickstoff bis zu 100°,, des nach Barnstein bestimmbaren 
Stickstof{s erginzt werden? Barnstein selbst sowie auch Stutzer wiesen 
darauf hin, daB in dem Kupferniederschlag mit den Eiweibstoffen teil- 
weise auch das Nikotin und Peptone gefallt werden kénnen. Nach den 
Angaben anderer Verfasser, die sich auf die Bestimmung von EiweiB- 
stickstoff nach Stutzer beziehen (S. P. Kostytschew und W. Brillant, 
1914, N.N.Iwanow, 1925) kénnen in den Kupferniederschlag mit 
den KiweiBstoffen auch Aminoséuren, wenn die letzteren mit den 
Kohlenhydraten verbunden sind, tibergehen. 
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Was das Nicotin anbetrifft, so ist nach unseren Beobachtungen 
sein Gehalt im Filtrat des nach Barnstein erhaltenen EiweiBnieder- 
schlags ganz derselbe wie auch im heiben Tabakwasserauszug; bei der 
Destillation des Hydrolysats des Kupferniederschlags mit Wasser- 
dampf, nach vorangegangener Neutralisation bis zur schwach alkali- 
schen Reaktion, konnten keine Spuren von Nicotin im Destillat nach- 
gewiesen werden (Angaben, die sich auf diese Versuche beziehen, 
werden in einer der nachsten Publikationen verdffentlicht werden). 
Die Differenz zwischen dem Gehalt an Eiwei®B(unléslichen)-Stickstoff 
und dem nach Barnstein bestimmbaren N-Gehalt nimmt mit der 
Dauer des Hungerns gleichzeitig mit der Abnahme des Nicotingehalts 
der Blatter zu; das spricht gegen die Annahme, dab die Liicke zwischen 
dem im Niederschlag mit Kupfer bestimmbaren Stickstoff und Eiweib- 
stickstoff durch das Nicotin ausgefillt werden kann. 

Das Anwachsen von freien Aminogruppen, die Zunahme im Stick- 
stoffgehalt der Basen und des Ammoniaks, ferner die Bildung von 
Melaninstickstoff bei der Hydrolyse des Wasserauszugs, nachdem 
durch Destillation das Ammoniak aus demselben entfernt war, machen 
es sehr wahrscheinlich, daB in den nach der Methode von Barnstein 
erhaltenen Niederschlag auch ein Teil der Polypeptide aus der Lésung 
iibergeht. Ob bei diesem Vorgang auch der Stickstoff der mit den 
Kohlenhydraten verbundenen Aminosduren gefallt wurde, muB un- 
beantwortet bleiben; aus den analytischen Angaben kénnen wir 
iiber die Anwesenheit von diesen Verbindungen im Material gar 
keine Schliisse ziehen. 

Durch die Zunahme des Stickstoffgehalts bei der Hydrolyse des 
Wasserauszugs in Form von Aminosaéuren, Basen-N, Ammoniak und 
Melanin-N wird die Differenz zwischen dem Gehalt an EiweiB-N 
(unléslicher N) und dem Stickstoffgehalt des Kupferniederschlags mit 
einem UberschuB gedeckt. 


Tabelle V. 


Stickstofigehalt, auf den Gesamt-N im Cu(OH),-Niederschlag bezogen, in 
Prozenten. 





Differenz zwischen dem Stickstoffgehalt 


im Cu(OH)2-Niederschlag und dem Zunahme des Stickstoffs im Wasser- 
Dener Stickstoffgehalt des unldslichen auszug nach der Hydrolyse 
des Tabakanteils 
Hungerns we pee dead 
. RE E Ausgewachsene = . Ausge wachsene 
~e Junge Blitter Blatter Junge Blitter Blatter 
0 4.0 - 11.0 _ 
1 7,0 5,9 9,9 6,0 
3 9.0 — 15,0 
4 — 90 16,0 
5 8.0 17.9 — 


Biochemische Zeitschrift Band 22s. 93 


Cera amae etme 








344 A. J. Smirnow u. W. P. Izwoschikow: 


Wir wollen uns darauf, was iiber die Zusammensetzung des nach 
der Methode von Barnstein erhaltenen Niederschlags hier gesagt ist, 
beschranken und kommen auf Grund des hier besprochenen Materials 
zu folgenden Schliissen: 


Der im Niederschlag aus den Tabakblattern bei der Bestimmung von 
,LiweiB* nach der Methode von Barnstein ermittelte Stickstoff besteht 
hauptsdchlich aus Formen, die in heiBem Wasser unldslich sind, aus 
Eiweifverbindungen (91 bis 96°). 

Die iibrige Stickstoffmenge (4 bis 9°.) gehért dem Polypeptidanteil 
an, der vom heiBen Wasser geldst und somit bei der Analyse in den Wasser- 
auszug tiberfiihrt wird. Der Nicotin-N wird durch Cu(OH), nicht gefallt. 
Der nach der Methode von Barnstein in hungernden Blattern bestimmbare 
Stickstoff zeigt ganz analoge Verdnderungen auf, wie sie fiir den im heiBen 
Wasser unldslichen Stickstoff des denaturierten Plasma- und Zellsajt- 
eiweiB (d. h. Konstitutions- und ReserveeiweiBkérper zusammen) beobachtet 
werden. Der Prozentsatz des Stickstoffs der Nichteiweifstoffe des Cu 
(OH),-Niederschlages nimmt mit der Dauer des Hungerns der Tabak- 
bldatter zu. 

Wenn wir die Verdinderungen der einzelnen Stickstofformen 
beim Hungern —- Veranderungen, von denen das Anwachsen des 
Stickstoffgehalts bei der Hydrolyse des Wasserauszugs begleitet wird — 
betrachten, so kénnen wir einen bestimmten Zusammenhang im Zu- 
wachs von Amino-N mit der Abnahme des EiweiB (unléslichen)-Stick- 
stoffs wahrnehmen. Dieser Zusammenhang 4uBert sich darin, dab 
waihrend des ersten Tages des Hungerns (wahrend dieser Zeit wird 
eine langsame Abnahme des Gehalts an unléslichem Eiweib-Stick- 
stoff beobachtet) ein verminderter Zuwachs von Amino-N bei der 
Hydrolyse des Auszugs sowohl der jungen als auch der ausgewachsenen 
Blatter beobachtet wird; das wird zweifellos dadurch hervorgerufen, 
daB geléste Polypeptide, schneller zersetzt als neue, die aus den 
gespalteten Eiweibstoffen entstehen, wieder anwachsen. Da8 hier die 
Verhiltnisse wirklich so liegen, wird auch durch den Riickgang der 
Summe der Stickstoffzunahme im Auszug! nach der Hydrolyse be- 
stitigt. Im weiteren Verlauf des Hungerns konnte im Auszug bei 
der Hydrolyse ein Zuwachs sowohl von Gesamt-N als auch von 
Amino-N festgestellt werden (siehe Tabelle VI). 


Nach der Verainderung des Zuwachses von Amino-N, Basen-N 
und Ammoniak-N (der letztere wird hauptsichlich infolge der Hydrolyse 
von Saéureamiden, die einen Bestandteil der Polypeptide vorstellen, 
angehauft) zu urteilen, bleibt die Zusammensetzung der léslichen 


1 Nach dem ersten Hungertag. 
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Polypeptide wahrend des Hungerns der Blatter nicht bestandig. Auf 
Grund dieser Verainderungen muB angenommen werden, dab die 
léslichen Polypeptide wahrend des Hungerns der Blatter an Basen drmer 
und an Sdureamiden reicher werden. Kine solche Verainderung der 
Polypeptide steht mit der Veranderung des Eiweibkomplexes im Ein- 
klang; bei letzterem findet waihrend des Hungerns eine Verinderung 
in der Zusammensetzung in der entgegengesetzten Richtung statt; der 
EiweiSkomplex wird mit Basen angereichert, und bei einem starkeren 
Verbrauch der ReserveeiweiBstoffe, der bei ausgewachsenen Blattern 
beobachtet wird, findet auch ein Riickgang im Gehalt an Séureamiden 
statt (Tabelle III). 

Wie zu erwarten, war der Gehalt an Melanin-N im Hydrolysat 
des unléslichen und wasserléslichen Tabakanteils im Vergleich zu 
seiner normalen Bildung bei der Hydrolyse der ausgeschiedenen Eiweib- 
stoffe erhéht. Der gesteigerte Gehalt an Melanin-N war eine Folge 
der Anwesenheit von Kohlenhydraten im Material. Es ist interessant, 
daB beim Hungern der Blatter die Bildung von Melanin-N bei der 
Hydrolyse des unldslichen Tabakanteils zuriickging (bei einer Um- 
rechnung auf den Gesamt-N des Materials), wihrend dieselbe bei der 
Hydrolyse des Auszugs gesteigert wurde. Das hingt nicht nur damit 
zusammen, daB der unlésliche Anteil an Stickstoff armer wird und der 
Stickstoffgehalt des Auszugs bei dauerndem Hungern zunimmt, sondern 
auch mit einer entgegengesetzten Verinderung im Kohlenhydratgehalt 
in diesen Materialanteilen. Der Stairkegehalt nimmt im unléslichen 
Anteil beim Hungern ab; auf Kosten des Stirkegehalts des unléslichen 
Anteils kann der Wasserauszug mit léslichen Kohlenhydraten an- 
gereichert werden. 

Nicht nur bei den komplizierten Stickstoffverbindungen, im un- 
léslichen Anteil (EiweiBstoife) und im Wasserauszug (Peptone) des Tabaks, 
sondern auch bei einfachen freien Stickstofformen, die in heiBem Wasser 
gelést und durch Bleiacetat nicht gefillt werden, kann eine Reihe 
von charakteristischen Verinderungen wahrend des Hungerstoffwechsels 
der Tabakblitter festgestellt werden. Die Veranderungen dieser freien 
Stickstofformen beim Hungern sind aus den Angaben der Tabelle VII 
zu ersehen. Hier wird der Stickstoffgehalt in Prozenten des Gesamt-N 
im ganzen Material berechnet. 

Schon der erste Blick auf Tabelle VII zeigt, daB sowohl im Gang 
der Verinderungen, die beim Hungern der Blatter in der Gruppe der 
freien Stickstoffverbindungen beobachtet werden, als auch beim 
Vergleich der hier erhaltenen Zahlen mit denen, die die Ver- 
ainderungen entsprechender gebundener Stickstofformen des unlés- 
lichen Materialanteils illustrieren, ein bestimmter Zusammenhang 
zwischen diesen beiden Stickstofformen besteht. Aus einem solchen 
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unmittelbaren Vergleich ist ferner zu ersehen, daB die Bilanz von 
gleichen Stickstofformen im freien und gebundenen Zustande manche 
Liicken aufzuweisen hat. 


Um die Wechselbeziehungen, die zwischen den einzelnen freien und 
komplexen (gebundenen) Stickstofformen bestehen, aufzukliren und die 
Prozesse, bei denen die Umwandlungen dieser Stickstofformen beim Hungern 
der Blatter stattfinden, zu verstehen, rechnen wir fiir jede Stickstofform 
sowohl im freien als auch in gebundenem Zustande (in EiweiBstoffen und 
Peptonen) den Zuwachs und die Abnahme vom Stickstoff wiihrend der 
einzelnen Phasen des Hungerns aus; wir sind uns dabei bewuSt, daB hier 
Fehler infolge der Bildung von Melaninen bei der Hydrolyse des unléslichen 
Tabakanteils und des Wasserauszuges desselben nicht zu umgehen sind. 
Die hier angefiihrten Zahlen fiir die gebundenen Stickstofformen des 
unléslichen Anteils des Materials sind etwas zu klein, weil ein Teil des Stick- 
stoffs, infolge der Bildung von Melaninstickstoff, nicht mitberechnet werden 
konnte (es muB hervorgehoben werden, daB mit der Dauer des Hungerns 
die Bildung von Melaninstickstoff abnimmt). 


Die durch Berechnung erhaltenen Veranderungen der gebundenen 
Stickstofformen des Auszugs soll man umgekehrt als etwas vergriBert 
betrachten; das wird dadurch bedingt, daB mit der Dauer des Hungerns 
die Melaninbildung bei der Hydrolyse des Auszugs sich steigert. 





Dauer des Hungerns Bt Basen-N ee Amid-N Nicotin-N 


Junge Blatter. Verinderung von freien Stickstofformen in Prozenten des 
Gesamt-N des Tabaks. 


Wahrend des 1. Tages . . + 3,70 + 2,23 — 0,20 2.07 + 0,08 
. 2. u. 3. Tages + 6,10 + 5,25 +. 1,99 + 5,03 
; ” 4.u.5.Tages | +070 | +0538 | +151 | +064 —0,58* 


Veranderungen von gebundenen Stickstofformen (Kiweibstoffe und Peptone) 
in Prozenten des Gesamt-N des Tabaks. 


Wahrend des 1.Tages . . — 5,41 | + 1,51 ~~ + 0,077 -~ 
m » 2 u.3.Tages — 11,63 | — 5,49 — + 1,20 — 
i » 4.u.5.Tages — 0,99 | —1,47 — r 2,03 ~~ 


Ausgewachsene Blatter. Veranderung von freien Stickstofformen in Prozenten 
des Gesamt-N des Tabaks. 


Wahrend des 1.Tages . . |) + 0,75 + 1,11 + 0,33 + 0,48 — 0,29 
. a oo wee 
See. 5. Ss + 5,49 + 213 + 3,14 — 0,95 — 0,14 


Verinderungen von gebundenen Stickstofformen (EiweiSstoffe und Peptone) 
in Prozenten des Gesamt-N des Tabaks. 


Wahrend des 1. Tages. . | — 3,82 + 1,29 - + 0177 — 
a 5. Re ond 
4. Tages .......i —%7,70 | —4,86 — + 1,08 — 


* Abnahme wihrend der vier letzten Tage. 

+ Veriinderung des Ammoniak-N der Hydrolysate ist in der Rubrik Amido-N vermerkt, 
weil die Ammoniakbildung bei der Eiweifhydrolyse durch die Abspaltung yon Amido-N er- 
folgt (Osborne, The vegetable proteins, 1924). 
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Infolge der entgegengesetzten Richtung der Verainderungen der 
Melaninbildung bei der Hydrolyse des léslichen und unléslichen Tabak- 
anteils (mit Hungerfortschritt), ist der Berechnungsfehler etwas 
vermindert. 


Bei der Betrachtung dieser Zahlen muB vor allem darauf hin- 
gewiesen werden, daB der Riickgang im Gehalt an gebundenen Stickstoff- 
formen beim Hungern von einem Anwachsen dieser Formen im freien 
Zustande begleitet wird. Doch ist dieses Anwachsen einer jeden freien 
Stickstofform geringer als die Abnahme derselben im gebundenen 
Zustande. So ist das Anwachsen von freien Aminogruppen beim 
Hungern geringer als die Abnahme dieser Gruppen im gebundenen 
Zustande wahrend desselben Zeitabstandes. Dieses Verhalten der 
Aminogruppen ist gut zu verstehen: ein Teil von aus den Polypeptiden 
freiwerdenden Aminogruppen erfahrt weitere Verainderungen, die wir 
bei der Analyse nach dem Gehalt an iibrigen Stickstofformen be- 
urteilen. Der Zusammenhang zwischen der Energie, mit der die freien 
Aminogruppen gespeichert werden, und der Geschwindigkeit, mit 
der diese Gruppen aus dem gebundenen Zustande frei werden, tritt 
sehr deutlich auf. 


Was die iibrigen Stickstoffverbindungen und speziell die Basen 
anbetrifft, so kénnen wir feststellen, daB der Zusammenhang zwischen 
der Speicherung dieser Verbindungen und ihrem Loslésen aus Poly- 
peptidverbindungen erst bei fortgeschrittenen Stadien des Hungerns 
der Blatter festgestellt werden kann. So wird am ersten Hunger- 
tage der Blatter eine Speicherung nicht nur von freien Basen, sondern 
auch eine solche von gebundenen Basen der Eiweibstoffe (unléslicher 
Riickstand des Materials) beobachtet: nur ein sehr unbedeutender 
Teil der Basen, ein Teil, der dem Anwachsen der freien Basen, be- 
sonders in jungen Blattern, weit nachsteht, nimmt bei den gelésten 
Polvpeptiden ab (Tabelle VI). Das deutet mit voller Sicherheit darauf 
hin, daB wahrend der ersten Stadien des Hungerns nicht nur eine Synthese 
von Basen stattfindet, sondern auch ein Umbau von EiweiBverbindungen 
und eine Anreicherung derselben mit Basen erfolgt; das konnte man 
auch friiher bei der Betrachtung der Veranderungen, die der unlésliche 
Teil des Materials wihrend der ersten Hungertage erfahrt, bemerken 
(Tabelle III). Beim weiteren Verlauf des Hungerns weist das Ver- 
haltnis zwischen den freien und gebundenen Basen den gleichen 
Charakter auf wie bei den Aminogruppen, d. h. es werden weniger 
Basen in freiem Zustande gespeichert, als solche frei werden. Nur 
ein Teil der freiwerdenden Basen wird im freien Zustande gespeichert. 


Ein solcher Charakter in der Dynamik der Aminogruppen und Basen, 
an dem die Bilanz zwischen ihrem Freiwerden und ihrer Anhéufung im 
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freien Zustande nicht eingehalten wird, deutet darauf hin, daB hier 
eine Spaltung dieser Verbindungen mit der Bildung von Ammoniak 
stattfindet; dieses wird auch durch die Speicherung von Ammoniak 
in der Lésung bestatigt. Vergleicht man aber den Mangel an Stick- 
stoffmenge in den Aminogruppen und in den Basen, so ist diese Menge 
in der Mehrzahl der Fille gréBer als die Stickstoffmenge des in der 
Lésung angehéuften Ammoniaks. Der Verbrauch von Ammoniak- 
stickstoff, der im fertigen Zustande in der Lésung enthalten ist und 
durch die Desaminierung von Aminoséiuren und Basenzerfall entsteht, 
wird hauptsachlich durch seine Teilnmahme an der Amidosynthese 
bedingt; der Gehalt von Amiden im freien Zustande nimmt in jungen 
Blattern waihrend der ganzen Dauer des Hungerns zu, wihrend bei 
ausgewachsenen Blaittern diese Zunahme nur wahrend der ersten 
Stadien des Hungerns erfolgt. Fiir die synthetische Bildung von freien 
Amiden spricht auch eine gewisse Anhéiufung derselben im gebundenen 
Zustande, namlich in léslichen Polypeptiden (siehe Ammoniakzunahme 
in Tabelle VI). 


Das Anwachsen von Amiden in léslichen Polypeptiden kann 
hauptsaichlich dadurch bedingt werden, daB die im Vergleich mit 
gelésten an Saureamiden reicheren Polypeptide ‘aus den Eiweib- 
stoffen des unléslichen Materialanteils abgespaltet werden und in Lésung 
gehen. Zwischen dem Amidostickstoff der Polypeptide und dem 
Amidogehalt des im siedenden Wasser unléslichen Tabakanteils wird 
aber kein vollstandiges Gleichgewicht beobachtet. Die Anreicherung 
der léslichen Polypeptide mit Amidostickstoff erfolgt etwas schneller 
als die Abnahme dieser Verbindungen im unléslichen Tabakanteil 
(vgl. Tabellen II und VI nach dem Ammoniakgehalt). Eine solche 
Stérung im Amido- (Ammoniak-) Gleichgewicht in den Polypeptiden 
konnte nur infolge eines Auftretens von neuen Polypeptidbindungen in 
der Lésung auf Kosten von auf dem Wege der Synthese gebildeten Sdure- 
amiden erfolgen. Die Synthese von Séiureamiden in Blattern von griinen 
Pflanzen wurde beim Hungern (Verdunkeln) mehrfach sowohl durch 
altere Forscher, Pfeffer (1872) und Borodin (1878), als auch in den 
Arbeiten der letzten Jahre, besonders von K. Mothes, beobachtet; 
dieser Autor verwendete in seinen Versuchen Blatter von einer Reihe 
von Pflanzen, darunter auch Tabakblatter’. 

Die synthetische Bildung von Sdureamiden beim Hungern erjolgte 
energisther in jungen Bléttern als in ausgewachsenen, was mit den Beob- 
achtungen von Mothes iiber die Bildung von Saureamiden bei der Be- 
schattung von Tabakblattern vollstandig im Einklang steht. 


1 Planta 1, 472, 1926; 5, 583, 1928. 
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In den Verainderungen des Ammoniakgehalts, der nach einer 
treffenden Bezeichnung von D. N. Prianischnikow! « und w der Um- 
wandlungen von Stickstoffverbindungen in lebenden Organismen 
vorstellt, konnte folgende GesetzmaBigkeit beobachtet werden: 
Ammoniak wurde in den Prozessen einer tiefgehenden Spaltung ge- 
bildet und in Prozessen der Synthese verbraucht. 


Der Riickgang des Ammoniakgehalts in jungen Blattern und eine 
schwache Ammoniakspeicherung in ausgewachsenen wahrend des ersten 
Hungertages stimmt mit dem geringen EiweiBzerfall und der nach- 
folgenden verhaltnismaBig geringen Spaltung der Eiweibzerfallsprodukte 
bei gleichzeitigem Verbrauch des Ammoniaks in den Prozessen der 
Synthese iiberein. Weiter nimmt die Speicherung von Ammoniak zu, 
doch verliuft diese Speicherung in einem langsameren Tempo als die 
tiefgehende Spaltung der Eiweibzerfallsprodukte; das wird durch die 
verstirkte Synthese von Saureamiden erklirt. Beim AbschluB des 
Hungerns zurzeit, wo die Amidosynthese aufhért, was bei jungen 
Blattern an einem schwachen Anwachsen von Amidostickstoff in 
freiem Zustande zum Ausdruck kommt (dieses Anwachsen von freiem 
Amidostickstoff ist dreimal geringer als die Abnahme von Amido- 
stickstoff in den Polypeptidbindungen), und in ausgewachsenen 
Blattern auch durch Abnahme von freiem Amidostickstoff und ver- 
starkten Zerfall der aus den Polypeptidverbindungen befreiten Amino- 
siuren und Basen markiert wird, nimmt die Speicherung von 
Ammoniak im Wasserauszug zu. 

Nach Mothes (1928) wird in ausgewachsenen Blattern beim Ver- 
dunkeln eine schwache Abnahme des Nicotingehalts und in jungen eine 
schwache Zunahme desselben beobachtet. 

Ein ebensolcher Unterschied wird zwischen den jungen und alten 
Tabakblattern wahrend des ersten Hungertages beobachtet. Aber 
wahrend der ganzen Dauer des Hungerns haben die jungen Blatter 
mehr Nicotin (auf den Nicotingehalt des Ausgangsmaterials berechnet) 
als die ausgewachsenen Blatter verloren. So verloren die jungen Blatter 
wahrend der ganzen Dauer des Hungerns (5 Tage) 5,98°,, wahrend 
die ausgewachsenen Blatter (4 Tage) 3,56°, verloren. Der absolute 
Nicotinverlust (auf 1000 qcem Blattoberfliche) war bei den aus- 
gewachsenen Blattern im Zusammenhang mit ihrem gréBeren Gehalt 
bedeutend gréBer als bei jungen: bei den ersten betrug der Nicotin- 
verlust 1,78 mg, wahrend er bei den zweiten 1,12 mg ausmachte. Im 
Vergleich mit den iibrigen Stickstoffverbindungen war die Veranderung 
des Nicotins wahrend des Hungerns sehr gering: dadurch wird seine 


1 Timiriasjeff-Jubilaumsband 1916, 8.241 (russisch); Ergebn. d. 
Veget. Versuche 10. 1916 (russisch); Landw. Vers.-Stat. 1922. 
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physiologische Trigheit und Stabilitat bei den Prozessen des Stickstoff- 
wechsels in den Tabakblattern, worauf in neuzeitlichen Arbeiten schon 
mehrfach hingewiesen wurde, noch einmal hervorgehoben!. Der Zu- 
sammenhang zwischen den Verainderungen des Nicotins beim Hungern 
der Blatter und den Verinderungen der iibrigen Komponenten der 
Stickstoffgruppe kann nur und auch nur in schwachem Grade in bezug 
auf die Veranderungen des Ammoniaks festgestellt werden. So wird 
die Abnahme von Ammoniak waihrend des ersten Hungertages nicht 
nur von einer Speicherung von Amido- und Basenstickstoff, sondern 
auch von einer geringen Steigerung des Nicotingehalts begleitet; 
der Nicotinzerfall im weiteren Verlauf des Hungerns kann _ viel- 
leicht als ein Faktor der Ammoniakspeicherung angesehen werden. 
Nach Fodor und Reifenberg kann angenommen werden, dab im Prozeb 
des Oxydationszerfalls des Nicotinmolekiils (seines Pyrrolidinringes) 
unter den Spaltungsprodukten auch Ammoniak gebildet werden muB?. 
In bezug auf andere Stickstoffverbindungen konnte sogar ein solcher 
lockerer Zusammenhang nicht festgestellt werden. Jedenfalls steht das 
Nicotin zu EiweiB und zu seinen nachsten Zerfallsprodukten in keiner 
direkten Beziehung. 


Zusammenfassung. 


Auf Grund der in dieser Arbeit angefiihrten Versuche tiber die 
Veranderungen der Stickstoffgruppe der Tabakblatter (Sorte ,,Tyk- 
Kulak“, von orientalischem Typus) wihrend des Hungerns, das als die 
erste Phase der ,,Trocknung’ (in der Praxis wird diese Phase als 
Dachreifen bezeichnet) anzusehen ist, kommen wir zu _ folgenden 
SchluBfolgerungen : 


1. Der Eiwei®gehalt nimmt in den Tabakblaittern wahrend des 
Hungerns bedeutend ab (bis zu 35°, bei jungen und bis zu 23” ., bei 
ausgewachsenen Blattern); dabei wird in den eiweibreicheren jungen 
Blattern das EiweiB stairker zerstért als in ausgewachsenen. Die Eiweib- 
zusammensetzung der jungen Blatter ist wihrend des Hungerns weniger 
bestandig als die der ausgewachsenen Blatter. Wahrend des Hungerns 
der jungen Blatter werden ihre Eiweibstoffe mit Basen angereichert 
und werden somit nach ihrer Zusammensetzung den Eiweifstoffen der 
ausgewachsenen Blatter nahergeriickt. Nach der qualitativen und 
quantitativen Veranderung der EiweiBkérper ist der Prozef des Dach- 
reifens der Tabakblatter ein Hungerstoffwechsel und muB als eine Fort- 
setzung des Reifwerdens oder des Alterns der Blatter angesehen werden. 
Deshalb ist die Bezeichnung dieses Prozesses als Dachreife sehr treffend. 


1 K. Mothes, 1. c. 1928; Smirnow u. Mitarbeiter, Planta 6, 687, 1928, 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 1, 1926/27. 
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2. Die geringere Bestandigkeit des Eiweibkomplexes der jungen 
Blatter und der gréBere Eiweibzerfall in denselben waihrend des Hungerns 
kann durch den im Vergleich mit ausgewachsenen Blattern gréBeren 
Gehalt der jungen Blatter an leichtzersetzbaren Reserveeiweibstoffen 
erklart werden; in ausgewachsenen Blattern bleiben in der Hauptsache 
nur Plasmaeiweibstoffe zuriick, die eine gréBere Bestandigkeit und 
eine andere Zusammensetzung als die Reserveeiweibstoffe aufweisen. 


3. Die in heiBem Wasser léslichen Polypeptide der Tabakblatter 
werden beim Hungern schnell an Basen armer und nehmen an Saure- 
amiden zu, was der entgegengesetzten Veranderung in der Zusammen- 
setzung des EiweiBkomplexes entspricht. Der Gehalt an Saiureamiden 
wird beim Hungern etwas gesteigert. 

4. Wahrend den ersten Stadien des Hungerns wird nicht nur 
eine Zerstérung von Polypeptidbindungen in den EiweiBkérpern fest- 
gestellt, sondern auch der entgegengesetzte ProzeB eines Polypeptid- 
aufbaues unter Hinzufiigen von neuen Basenmolekiilen. 

5. Die Bildung von Melaninstickstoff bei der Hydrolyse des in 
heiBem Wasser unléslichen Tabakanteils nimmt mit der Dauer des 
Hungerns ab, wahrend bei der Hydrolyse des Wasserauszugs die Bildung 
des Melaninstickstoffs im ProzeB des Hungerns zunimmt. 


6. Der Stickstoff der NichteiweiBstoffe nimmt mit der Dauer 
des Hungerns in Ubereinstimmung mit der Abnahme des EiweiB- 
stickstoffs zu. 

7. Der Riickgang im Gehalt an gebundenen Stickstofformen 
beim Hungern wird von einem Anwachsen dieser Formen in freiem 
Zustande begleitet. Doch ist das Anwachsen der freien Aminogruppen 
und Basen schwacher als der Riickgang dieser Former in Eiweib- 
stoffen und Peptonen. 

8. Ein Teil der aus Polypeptidbindungen freiwerdenden Amino- 
sduren und Basen zerfallt bis zum Ammoniak. Die Anhaufung von 
Ammoniak entspricht diesem Zerfall nicht ganz, weil ein Teil desselben 
bei der Synthese von Saéureamiden verbraucht wird; in dem allerersten 
Stadium scheint auch Ammoniak bei der Synthese der Basen verbraucht 
zu werden. Die Synthese der Séureamide erfolgt beim Hungern von 
jungen Blattern energischer; mit der Dauer des Hungerns wird der 
Verlauf dieser Synthese immer schwicher und schwacher. Mit der 
Abnahme der Synthesen in fortgeschrittenen Stadien des Hungerns 
erfolgt eine energischere Speicherung von Ammoniak ; diese Ammoniak- 
speicherung ist bei ausgewachsenen Blattern starker. 


9. Der Nicotingehalt nimmt in den ausgewachsenen Blattern 
mit dem Beginn des Hungerns ab; in jungen Blattern wird am ersten 
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Hungertage ein schwaches Anwachsen des Nicotingehalts beobachtet, 
doch beim weiteren Verlauf des Hungerns wird auch in jungen 
Blattern das Nicotin zerstoért. 


10. Der Stickstoff des Niederschlags, welcher nach der Methode 
der ,,EiweiBbestimmung nach Barnstein erhalten wird, besteht in 
der Hauptsache (91 bis 96°.) aus in heiBem Wasser unléslichem Stick- 
stoff der Eiweibverbindungen. Die iibrigen Stickstoffmengen (4 bis 9 ” ,,) 
gehéren dem Polypeptidanteil, der in den Wasserauszug tibergeht, an. 
Nicotin-N wird mit Cu(OH), nicht gefallt?. 


1 Das Fehlen von Nicotin beim Fallen mit Cu(OH), bei der Bestimmung 
von ,,EiweiBstoffen** nach Barnstein wurde schon friiher durch die Arbeiten 
der Chemischen Abteilung des Staat]. Instituts fiir Tabakforschung (Analysen 
von Trankwilitzkaja) festgestellt, doch sind diese Arbeiten bis jetzt leider 
nicht ver6ffentlicht. 





Untersuchungen iiber extrahepatogene Gallenfarbstoffbildung 
an iiberlebenden Organen. 


V. Mitteilung: 
Besteht ein Zusammenhang zwischen der Bilirubinproduktion der iiber- 
lebenden Milz und der Menge der in das Milzparenchym gelangten Blut- 
kérperchen? 


Von 


Z. Ernst und E. Hallay. 


(Aus der ersten Medizinischen Klinik der kgl. ung. Pazmany Péter-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 21. September 1930.) 


In friiheren Untersuchungen (1) (2) haben wir den Nachweis 
erbracht, daB in der iiberlebenden — mit defibriniertem Blut durch- 
strémten — Hundemilz Gallenfarbstoff gebildet wird. Diese Versuche 
wurden seit dieser Zeit von Komori und Iwao (3) an gesunden, sowie 
von 7'’sunoo, Iwao und Nakamura (4) an der Milz von mit Toluylendiamin 
vergifteten Hunden mit demselben Resultat wiederholt. In Fort- 
setzung unserer Untersuchungen (5) beschaftigten wir uns vor allem 
mit den méglichen Versuchsfehlern. 1. Wir haben nachgewiesen, dab 
Bakterien in der Gallenfarbstoffproduktion keine Rolle spielen. Dies 
bestatigten auch Komori und Iwao. 2. Wir haben untersucht, ob sich 
eventuell in der Milz vor dem Experiment Gallenfarbstoff befindet, 
welcher, wihrend des Experiments ausgeschwemmt, eine scheinbare 
Gallenfarbstoffbildung vortaéuscht. Das Extrahieren des Milzbreies 
mit physiologischer Kochsalzlésung, mit Alkohol, und auch das 
Durchstrémen der ganzen Milz mit Ringerlésung ergab jedoch ein 
negatives Ergebnis. Wir haben in der Milz keinen Gallenfarbstoff 
gefunden. 

Wir erhielten Gallenfarbstoff nur dann aus der Milz, wenn wir 
die Milz mit Blut durchstrémen lieBen. Streng genommen beweist 
auch dies nicht eine Neubildung des Gallenfarbstoffs, denn es kénnte 
méglich sein, daB nur das Blut durch seine physikalische oder sonstige 
Beschaffenheit den in der Milz deponierten Gallenfarbstoff auszulésen 
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imstande ist. Dieser Annahme widerspricht nachdriicklichst unsere 
Beobachtung, daB bei Durchstrémung nur aus solchen Milzen Gallenfarb- 
stoff zu gewinnen moglich war, welche noch nicht abgestorben sind. Wird 
die aus dem Tierkérper entfernte Milz 2 bis 4 Stunden ohne Blut- 
versorgung auf Kérperwarme gehalten, wobei sie die Vitalitét stark 
einbiBt, so ist bei der darauffolgenden Durchstrémung kein Gallen- 
farbstoff mehr zu gewinnen (5). Es ist daher ersichtlich, daB die Gallen- 
farbstoffbildung von der Vitalitdt der Milz abhangig ist. Es tauchte 
auch die Frage auf, ob nur die Milz Gallenfarbstoff zu erzeugen im- 
stande ist, oder ob dies eine allgemeine Zelleneigenschaft wire. Wir 
untersuchten daher auch andere Organe -—- und zwar solche, deren 
Durchstrémung leicht ausfiihrbar ist —, z. B. Niere und Lunge. Diese 
Organe erzeugten keinen Gallenfarbstoff. Die Gallenfarbstoffproduktion 
ist daher nicht an die lebende Zelle, sondern an die lebende Milz ge- 
bunden. 

Wir wollen aber durchaus nicht behaupten, dab die Gallen- 
farbstoffbildung die spezifische Funktion der Milz sei; unsere Versuche 
zeigen nur, daB sich Gallenfarbstoff auch in der Milz bildet 

Eine weitere Frage ist es nun, ob man das an der tiberlebenden 
Milz gefundene Resultat auch auf den lebenden Organismus tbertragen 
darf. Es ist zweifellos, dab, vom Standpunkt der Funktion betrachtet, 
die iiberlebenden Organe nicht mit den im lebenden Organismus 
arbeitenden gleichzustellen sind, aber wir diirfen behaupten, daB jene 
Funktion, welche ein Organ im iiberlebenden Zustande ausiiben kann, 
von demselben Organ wahrscheinlich auch im lebenden Organismus 
verrichtet wird. Es ist demgegenitiber ganz unwahrscheinlich, dab 
ein absterbendes Organ eine Funktion auszuiiben imstande ware, 
welche es normal nicht verrichtet. Mit Recht kénnen wir daher an- 
nehmen, daB die Milz auch in vivo Gallenfarbstoff zu erzeugen im- 
stande ist. 

DaB die Milz auch im lebenden Organismus Gallenfarbstoff erzeugen 
kann, hatte Hijmans van den Bergh (6) schon lange vor unseren Ver- 
suchen bei Erkrankungen mit gesteigerter Hamolyse (Anaemia per- 
niciosa, Ikterus haemolyticus, Phenylhydrazinvergiftung) nachgewiesen. 
Er fand namlich, daB bei diesen Erkrankungen der Gallenfarbstoff- 
gehalt der Milzvene gréBer ist als der der Milzarterie oder sonstiger 
Venen. Eine Gallenfarbstoffproduktion in der normalen Milz konnte 
Hijmans van den Bergh auf diese Weise nicht nachweisen, wahrscheinlich 
deshalb, weil seine Methode nicht empfindlich genug war, um eine 
ganz geringe Erhéhung der Gallenfarbstoffkonzentration nachzuweisen. 
Da8 uns der Nachweis einer Gallenfarbstoffproduktion auch an der 
normalen Milz gelang, ist nur dem zu verdanken -—- was auch Hijmans 
van den Bergh (7) betonte —, daB dasselbe Blut wiederholt durch die 
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Milz strémte und infolgedessen die mehrfache minimale Zunahme der 
Gallenfarbstoffkonzentration durch Addition leicht nachweisbar wurde!?. 


Auf Grund des Angefiihrten kénnen wir annehmen, daf sich in der 
Milz Gallenfarbstoff bildet. Die Erforschung des feineren Mechanismus 
bedarf noch weiterer Untersuchung. Die erste Bedingung einer Gallen- 
farbstoffbildung ist natiirlich die Zerstérung der roten Blutkérperchen 
und das Freiwerden des Hamoglobins. Mit der hamolytischen Wirkung 
der Milz befassen sich viele Experimente. 

Lauda erwigt auch die Resultate unserer Milzexperimente von diesem 
Standpunkt in seiner dieses Thema behandelnden Monographie (9). Nach 
unserer Ansicht beweisen aber unsere Versuche nicht die hamolytische 
Wirkung der Milz, da wir ja einen Teil des durchstrémenden Blutes selbst 
haimolysierten, damit wir der Milz freies Hamoglobin bieten kénnen. Es 
ist nach Laudas Zusammenfassung jedoch zweifellos, daB durch die Milz 
diejenigen roten Blutkérperchen, deren Lebensfahigkeit verringert ist, 
hiimolysiert werden. Das Auflésen der Blutkérperchen geschieht intra- 
cellular. Ob aber das Hamoglobin dortselbst in Gallenfarbstoff um- 
gewandelt wird oder extracellular und ob die Umwandlung durch Fermente — 
deren Vorhandensein Aschoff (10), Leschke (11) u.a. annahmen — ver- 
ursacht wird oder auch ohne diese zustandekommt, das wissen wir 
noch nicht. Auf Grund der Versuche von Aschoff (12) und Mc Nee (13) usw. 
ist die Rolle der retikuloendothelialen Zellen nicht nur bei der Hiimolyse, 
sondern auch bei der Gallenfarbstoffproduktion von gré8ter Bedeutung. 
Der sichere Beweis dieser Frage ist durch histologische Untersuchungen 
bis jetzt nicht gelungen, und auch die sogenannten ,,Blokade‘“-Versuche 
haben keinen Erfolg gebracht. 

Wir selbst (14) fanden, daB das Sattigen mit Silber oder Eisen 
die Gallenfarbstoffproduktion der Milz nicht hindert; jedoch halten 
wir das Kolloidsaittigungsverfahren fiir ungeeignet zur Entscheidung 
dieser Frage auf Grund der Versuche von Pfeiffer, Standenath (15), 
Moellendorff (16), sowie auf Grund unserer eigenen Untersuchungen. 
Wie dem auch sei, wir nahmen an, daB die aktive Mitwirkung 
der Milz zur Umgestaltung des Blutfarbstoffs nétig ist. Demgegeniiber 
halt Hijmans van den Bergh (17), sich mit unseren Versuchen befassend, 
eine andere Erklirung —- welche der Milz eher eine passive Rolle zu- 
billigt — fiir wahrscheinlich. Er nahm namlich an, daf sich in der 
durchstrémten Milz kiinstliche Infarkte bilden, in welchen aus dem zer- 
fallenden Blute sich Gallenfarbstoff bildet, so wie sich Gallenfarbstoff 
iiberall bildet, wo das Blut von den GefaBen in die Gewebe oder zwischen 
serése Hdute gelangt. 


1 Einige Jahre nach unserer ersten Mitteilung (1921) haben Mann und 
seine Mitarbeiter (8) im Jahre 1925 in sehr schénen Experimenten mit 
Hilfe des Spektrophotometers gezeigt, daB auch in gesunden lebenden 
Tieren die Milzvene mehr Gallenfarbstoff enthalt als die Milzarterie. Dasselbe 
konnten spiater auch Ascoli und Malagé (26) mit der Ernst- und Férsterschen 
(19) kolorimetrischen Methode zeigen. 
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Infarkte im anatomischen Sinne des Wortes haben wir in unseren 
Versuchen nicht gesehen, und wir glauben, daB Hijmans van den Bergh 
zu der Annahme der Entstehung von kiinstlichen Infarkten durch 
unsere Beobachtung (1) kam, daB die Milz wahrend des Durch- 
strémens anschwillt. Das Anschwellen der Milz haben wir bei allen 
Versuchen beobachtet, im gréBten Mabe in der letzten Stunde des 
Experiments, oft jedoch auch schon friiher. In der Mehrzahl der Fille 
schwillt die Milz gleichmaBig an, in einzelnen Fillen sahen wir nebst 
der allgemeinen Schwellung noch einige starkere fleckenhaft inselartig 
hervorragende Anschwellungen. In einigen Versuchen (z. B. Nr. 9) 
schwoll nur die eine Halfte der Milz an, weil nur in dieser Halfte der 
Milz Blutzirkulation vorhanden war. Die Schnittfliche der ge- 
schwollenen Milz war dunkel-bliulich-rot, die Pulpa erwies sich als 
auBerordentlich blutreich. Mikroskopisch waren die Sinus erweitert, 
mit Blut gefillt und das Parenchym voll von roten Blutkérperchen. 
Auf Grund der Studien von Sokoloff (17) und Weidenreich (18) kénnen 
wir den Blutreichtum des Milzparenchyms damit erklaren, daB durch 
die aus den Follikeln in die Milzpulpa fiihrenden und frei endigenden 
Kapillaren eine groBe Menge von roten Blutkérperchen in die Gewebs- 
liicken des Milzparenchyms gerit und auBerdem die Sinus sich auch 
stark mit Blut fiillen. 

An diese in das Parenchym geratenen Blutzellen denkt auch 
Hijmans van den Bergh (7) bei der Erklarung der Gallenfarbstoff- 
produktion der Milz, indem er sagt, daB mit den roten Blutkérperchen 
in der Milz dasselbe geschieht wie in allen Geweben, wo Blut auf 
irgendeine Art aus den GefaiBen in die Gewebsliicken gerat. Die 
Blutkérperchen werden verdaut, und es entsteht lokal Gallenfarbstoff. 
In der tiberlebenden Milz entstiinde Gallenfarbstoff in ahnlicher Weise 
aus jenen Blutkérperchen, welche in die von Hijmans van den Bergh 
vorausgesetzten Infarkte oder, vie lleicht richtiger, Blutergiisse geraten. 
Laut dieser Auffassung von Hijmans van den Bergh-ist die Rolle der 
Milz in der Gallenfarbstoffbildung eher eine passive, und ibre Bedeutung 
besteht héchstens in dem, daB dank ihres histologischen Aufbaues die 
roten Blutkérperchen besonders leicht —- etwa in der Form von mikro- 
skopischen Haimatomen —- aus dem Blutstrom in die Gewebe geraten. 

Die Richtigkeit dieser Auffassung trachteten wir experimentell 
auf Grund folgender Uberlegung zu untersuchen. Wenn die wirkliche 
Ursache der Gallenfarbstoffbildung in der iiberlebenden Milz diejenige ist, 
dap rote Blutkérperchen in das Milzgewebe geraten und dort zerfallen, 
dann mu die Gallenfarbstoffbildung gesteigert werden, wenn die Menge 
der zum Zerfall bestimmten roten Blutkérperchen gesteigert wird. Wir 
versuchten die Menge der zum Zerfall bestimmten Blutkérperchen 
so zu steigern, daf wir waihrend der Durchstrémung médglichst viele 
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Blutkérperchen in das Parenchym preBten. Wir suchten dies zu er- 
reichen, indem wir, gestiitzt auf Weidenreichs (18) Untersuchungen, 
einerseits den Arteriendruck erhdhten, andererseits eine vendse Stawung 
hervorriefen. Durch diese Anderung der Strémungsverhaltnisse muBten 
wir erreichen, daB zundichst die Sinus mit dem darin gestauten Blut 
vollig ausgefiillt werden, andererseits daB durch die Weidenreichschen 
frei endigenden Kapillaren vel Blut in dic Pulpa gelangt. 

Die allgemeine Anordnung unserer Versuche war die gleiche wie 
in den vorhergehenden (2). Diesmal gebrauchten wir ebenfalls den 
fiir unsere Zwecke entsprechend modifizierten Brodieschen Apparat. 
Kine Abweichung von den vorhergehenden Versuchen bestand nur in- 
sofern, 1. daB ein gréferer Arteriendruck benutzt wurde (100 bis 
120mm Hg), 2. daB unter der Vene ein Faden durchgefiihrt wurde, durch 
dessen Spannen oder Lockern das Lumen der Vene reguliert werden 
konnte, 3. daB der Apparat mit viel mehr Blut gefillt wurde, da die 
Milz infolge der Stauung viel Blut zuriickgehalten hat. 


Insgesamt haben wir fiinf Versuche ausgefiihrt. Die Daten derselben 
haben wir in der Tabelle I zusammengestellt. Die Versuchstiere haben 
wir pro Kilogramm mit 1,01 g Morphin betéubt ; sodann wurde die Operation 
in Athernarkose durchgefiihrt. Die Zeit der Milzasphyxie — d.h. die Zeit 
wihrend welcher die Milz bei der Herausnahme ohne Blutversorgung war — 
variierte zwischen 6 und 11,5 Minuten, also im groBen und ganzen unseren 
friiheren Versuchen entsprechend. Die Durchstrémung selbst dauerte 
4 Stunden lang. 

Die entnommene Milz suspendierten wir nicht in Ringerlésung, sondern 
wie in dem zweiten Teile unserer friiheren Versuche, in einem Thermostaten 
der gegen Austrocknung durch einen geeigneten Rezeptor geschiitzt war. Ein 
kleiner Teil des Blutes (2 bis 5 cem) wurde mit destilliertem Wasser haimo- 
lysiert, sodann durch Zugabe von Salzlésung wieder isotonisch gemacht. 
Das haben wir nur deshalb getan, um unsere Versuche unter den gleichen 
Umstiinden auszufiihren wie die friiheren. Notwendig ist niéimlich die 
Hamolyse iiberhaupt nicht, denn am Ende des Versuchs ist das Blut ziemlich 
stark himolysiert, was sich an der dunkelroten Farbe des Blutserums kund- 
gibt. Es wire also auch ohne vorherige Hamolyse im Blute geniigend 
freies Hamoglobin zur Bilirubinbildung vorhanden gewesen!. 

Sobald wir die Milz in den Apparat brachten und das Durchstrémen 
gut in Gang gekommoen ist, zogen wir den unter der Milzvene durch- 
gefiihrten Faden sofort enger an, aber nur in solchem MaBe, daB die Blut - 
zirkulation noch geniigend stark blieb, und erhéhten auBerdem den 
Arteriendruck auf 100 bis 120 mm Hg. Die Milz begann rasch anzuschwellen. 
Das aus dem Reservoir verschwindende und durch die Milz aufgenommene 
Blutquantum haben wir stindig mit neuem ergaénzt, und so haben wir bei 
gut erhaltener Zirkulation wahrend 25 bis 35 Minuten ein das Anfangs- 
volumen der Milz mehrfach iiberschreitendes Blut quantum in die Milz hinein- 








1 Diese Himolyse ist nicht das Resultat der Milzfunktion, denn sie 
entsteht auch dann, wenn das Blut im Kontrollapparat, in welchem keine 
Milz vorhanden ist, 4 Stunden lang zirkuliert. 
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gebracht. Die Milz ist natiirlich stark angeschwollen, und zwar gleich- 
maBig. Die friiher manchmal beobachtete inselartige Anschwellung haben 
wir diesmal nicht gesehen. 

Um den Schwellungsgrad der Milz zahlenmaBig erfassen zu kénnen, 
haben wir das Volumen der Milz vor und nach dem Experiment 
gemessen. Um die Asphyxiezeit nicht unnétigerweise in die Lange zu 
ziehen, haben wir das Volumen rasch so gemessen, daB wir die Milz 
in ein mit k6érperwarmer physiologischer Kochsalzlésung _ gefiilltes 
Becherglas tauchten und dann die Quantitaét des iiberflieBenden Wassers 
feststellten. Wir miissen bemerken, da8 wir das reine Milzvolumen 
vor dem Experiment nicht abmessen kénnen, sondern nur zusammen mit 
dem daran haftenden ,,Milzhilus‘‘, welcher aus einem die Milzadern um- 
hiillenden fettreichen Bindegewebe und aus einem Teile des ebenfalls viel 
Fett enthaltenden Ligamentum gastrolienale, Lig. phrenicolienale und 
des Omentum besteht, welche alle — wihrend der Operation abgebundene — 
mit den Milzadern anastomosierende Adern enthalten. (Tabelle I, Rubrik 5.) 


Tabelle I. 











1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Gewicht Milz- Milz ' Milz Hilus | — . __ Blut- 
—_— . Dat 28 asphyxie- ilus vo oO 1. VO re it 
Verguch- | Pata deg UT (Umer ccm | com | om ern. "nee tm 
1929 kg Min. ecem nach dem Versuch (berechn.) ecm 
1 28. VIII. 18 8 145 120 65 80 200 
2 2. IX. 25 7,5 160 210 70 99 310 
3 6. IX. 15 6 125 170 60 65 390 
4 a * 19 6 180 180 70 110 350 
5 28. XI. 16 11,5 135 205 75 60 350 
10 11 12 13 14 15 
Ms s & = 
poy SEax2) , +8. Hamoglobin 
Versuch- Datum 25256 SEere E= s te . 22 s “lo tm tate 
Nr. gees sesF Seba oe . 
sis ga” | =z e~ vor dem nach dem 
1929 sem = & Versuch | Versuch 
1 28. VIII. 2.8 40 0,76 345 2.62 82 61 
2 2. - IX. 4,0 129 0.50 470 2,35 85 72 
3 6. IX. 5,0 105 0,92 | 425 3.91 80 65 
4 31. X.| 38 70 1,06 530 5,62 - _ 
5 28. XI. 6,2 145 0,72 485 3,49 80 69 


Nach Beendigung des Versuchs nahmen wir die Milz aus dem Apparat und 
lieBen das Blut bei abwarts gehaltenem Hilus, die Milz milde pressend, még- 
lichst vollstandig herausflieBen. Hierauf schnitten wir den ,,Hilus** von der 
Milz ab und bestimmten sowohl dessen Volumen als auch das der Milz in der 
vorher beschriebenen Weise. Von dem vor dem Experiment gefundenen Milz- 
+ Hilusvolumen zogen wir das nach dem Experiment gefundene Hilus- 
volumen ab und so erhielten wir das Anfangsvolumen der Milz (Rubrik 8). 
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Diese Bestimmung des Anfangsvolumens ist nicht fehlerfrei, weil das 
Bindegewebe des Hilus wahrend des Experiments ein wenig oedematés 
wird und sein Volumen wachst. Wir bekommen daher als Anfangsvolumen 
der Milz einen etwas geringeren Wert, als tatsachlich vorliegt. 


Der Unterschied zwischen dem am Ende des Experiments gefundenen 
und dem vor dem Experiment errechneten Volumen der Milz ergibt die- 
jenige Blutmenge, welche aus der Milz nicht herausflieBt, welche also die 
Milz waihrend des Experiments irreversibel zuriickgehalten hat. Diese 
Blutmenge (Rubrik 11) befindet sich nicht in den GefiBen und Sinus, 
sondern muBte zum gréBten Teile in dem Milzparenchym, in den Liicken 
zwischen den Pulpazellen Platz finden. Diese Blutmenge variierte zwischen 
50 bis 240% des Anfangsvolumens der Milz. Noch mehr Blut war aber 
in der Milz wahrend der Durchstré6mung vorhanden (Rubrik 10). Das 
Blutquantum war in jedem Zeitpunkt des Experiments leicht zu bestimmen, 
wenn wir zu der im Blutbehalter des Apparats befindlichen Blutmenge die 
in den Réhren des Apparats kreisende Quantitét (etwa 20 cem) addierten 
und die Summe von der Gesamtmenge des in den Apparat gegossenen 
Blutes abzogen. Da wir die Venenkompression so regulierten, daB in dem 
Reservoir sténdig nur etwa 20 ccm Blut blieben, so ist die Blutquantitat 
in der Milz immer um etwa 40 ccm weniger als die ganze in den Apparat 
gegossene Blutmenge. Von dieser Berechnung ausgehend fanden.wir, daB 
die Milz waihrend des Experiments durch das in ihr befindliche Blut vor- 
libergehend auf das 2,8- bis 6,2fache des Originalvolumens vergréBert 
wurde (Rubrik 10). Aus diesen Daten ist zu schlieBen, daB ein gewisses 
Verhaltnis zwischen dem in die Milz gepreBten und dem dort irreversibel 
zuruckbehaltenen Blutquantum besteht, und zwar je mehr Blut in die Milz 
gepre8t wurde, um so mehr hat sie zuriickbehalten. 


Vor und nach dem Experiment haben wir auch den Hamoglobingehalt 
des Vollblutes bestimmt. Wie aus der Rubrik 15 ersichtlich, hat sich der 
Hamoglobingehalt wiaihrend des Experiments stark vermindert. Dies 
weist darauf hin, daB die Milz vorwiegend Blutzellen und nur in geringerem 
MaBe Blutserum zuriickgehalten hat. 


Wir haben uns auch histologisch iiberzeugt, wie das Blut sich in dem 
Milzgewebe verteilt. Fiir diese Untersuchung méchten wir hier Herrn 
Dr. O. Wagner unseren besten Dank aussprechen. Die vergleichende Unter- 
suchung einer normalen Hundemilz und der aus der Untersuchung Versuch 5 
stammenden Milz zeigte, daB in dem gesunden Milzgewebe Blut nur in 
den GefiBen und den Sinus sich befindet, dagegen ist die aus dem Versuch 
stammeyjde Milz — mit Ausnahme der Follikel und der Trabekel — mit 
roten Blutkérperchen derart gefiillt, daB die Milzpulpa fast nur aus einer 
Masse von roten Blutkérperchen zu bestehen scheint und die zelligen 
Elemente der Milz sich in der groBen Menge der Blutkérperchen ganz 
verlieren. 

Vor und nach dem Experiment bestimmten wir den Gallenfarbstoff- 
gehalt des Blutes, und zwar, wie in unseren friiheren Versuchen, auch diesmal 
in dem Gesamtblut. Das Blut hatten wir nach der Methode von Ernst und 
Forster (19) mit dem doppeltem Quantum Aceton ausgefallt. Um die Ver- 
dunstung des Acetons zu vermeiden, hielten wir den Trichter beim Filtrieren 
mit einem Uhrglas bedeckt. Das geléste Hiimoglobin des Blutes stért die 
Bestimmung durchaus nicht, weil die angewendete Menge des Acetons 
das Hémoglobin vollkommen ausfallt. Dies betonen wir nochmals gegen- 
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iiber Retzlaff (20), der in seiner kritischen Bemerkung iiber eine unserer 
friiheren Mitteilungen ohne experimentelle Grundlage behauptete, daB 
man in hamoglobinhaltigem Serum keinen Gallenfarbstoff nachweisen 
kénne. 


Das Acetonfiltrat verglichen wir im Duboscq-Kolorimeter mit einer 
1: 6000-Kaliumbichromatlésung. Diese Lésung hat die gleiche Farbe 
wie eine 0,34 mg-%ige Gallenfarbstoftlésung. Hier bemerken wir, 
daB fiir die kolorimetrische Bestimmung von geringen Mengen Gallen- 
farbstoff — besonders in reichlich freies Hamoglobin’ enthaltenden 
Lésungen — diese Methode vielleicht allen anderen gegeniiber sich am 
besten bewahrte, und zwar deshalb, weil nebst dem vollkommoencn 
Ausfallen des Himoglobins das Serum am wenigsten verdiinnt und dadurch 
die Farbenintensitaét am wenigsten g*schwiicht wid. Die Endverdiinnung 
ist némlich nur eine dreifache. Wenn wir dagegon zum Ausfallen Alkohol 
benutzen, benétigen wir wenigstens 3 Volumen au | Volum n Serum, um 
ein reines und hamoglobinfreies Filtrat zu gewinnen, was einer vierfachen 
Verdiinnung gleichkommt. Durch Zutiigen des Diazoreagens wird die 
Verdiinnung noch gréBer, aber die Farbenintensitaét wird auch schon durch 
die Diazoreaktion geschwicht. Hiervon kénnen wir uns leicht tiberzeugen, 
wenn wir eine Gallen‘arbstofilé:ung solange verdiinnen, bis die gelbe 
Farbe nur noch eben schwach wahrm hmbar ist. Wenn wir nun durch Zugabe 
von Diazoreagens don Gallen‘arbstoif diazotieren, dann werden wir iiber- 
haupt keine Farbe sehen; doch wird die gelbe Farbe der Gallenfarbst 0! {lésung 
auch dann wahrnehmbar sein, wenn wir der Menge des Diazoreagens 
entsprechend mit Wasser verdiinnen. Die Urrache digses Verhaltens ist - 
daB die Farbkraft des Diazobilirubins schwacher ist ‘als die des Gallen, 
tarbstoffs?. 

In der Tabelle haben wir es nicht besonders hervorgehoben, dab 
wir vor den Versuchen in keinem Falle Gallenfarbstoff im Blut gefunden 
hatten. Am Ende der Versuche variierte der Gehalt des Vollblutes an 
Gallenfarbstof{f zwischen 0,50 und 1,06mg-°,. Dies sind durchweg 
kleinere Werte als diejenigen unserer erstenVersuche, wo wir mehrfach 
Werte auch iiber 2 mg-°%, gefunden hatten. Die Vergleichung der Gallen- 
farbstoffkonzentration gibt aber kein Bild von der absoluten GréBe 
der Gallenfarbstoffproduktion, weil in den vorliegenden Versuchen 
die verwendete Blutmenge gréBer war als in den friiheren. Die GréBe 
der Gallenfarbstoffproduktion kann nur so verglichen werden, wenn 
wir das Gesamtquantum des produzierten Gallenfarbstoffs berechnen. 
Da der Gallenfarbstoffgehalt der Milz und des Hilusgewebes 
nicht bestimmt wurde, haben wir, um die Rechnung zu ermdéglichen, 
angenommen, daB der Gallenfarbstoff im Blute, in der Milz und in dem 
Fettgewebe des Hilus im groBen und ganzen in gleicher Konzentration 


1 DaB die Methode von Ernst und Forster fiir die Bestimmung eben 
kleiner Bilirubinmengen der Hijmans van den Berghschen iiberlegen it, 
hat Eilbott (27) auch betont, und auch aus demselben Grunde wurde sie 
zur Funktionspriifung der Leber durch v. Bergmann (28) benutzt. 
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vorhanden ist!, und berechneten mit Hilfe dieser Annahme den Gallen- 
farbstoffgehalt des ganzen Systems. Das so gewonnene Resultat ist 
in der Rubrik 14 verzeichnet. Die Grenzwerte variieren zwischen 
2,62 und 5,62 mg, der Mittelwert ist 3,6mg. Zum Vergleich er- 
rechneten wir die in unseren friiheren Versuchen (ohne Stauung, 
I. Mitteilung) gebildete Gallenfarbstoffmenge. Aus der Berechnung 
haben wir die Versuche 9 und 13 weggelassen, weil nur in der einen 
Halfte der Milz eine Blutzirkulation vorhanden war, und Versuch 12, 
weil die Durchstrémung nur 2 Stunden lang ausgefiihrt wurde. Das 
Volumen der Milz und des Fettgewebes wurde in diesen Versuchen 
noch nicht gemessen, und deshalb kénnen wir diese Werte nur 
annihernd in Rechnung ziehen, gestiitzt auf die Daten der vor- 
liegenden Versuche, nach welchen das Durchschnittskérpergewicht 
der fiinf Versuchstiere 18,6 kg und das durchschnittliche Volumen der 
Milz +- Hilus vor dem Versuch 149ccm waren. Laut diesem Ver- 
haltnis entspricht in unseren zitierten Versuchen dem durchschnitt- 
lichen Kérpergewicht von 17,5kg ein Milz + Hilus- Volumen von 125 ccm. 
Zu diesem errechneten Volumen addierten wir das Blutquantum, 
welches in den einzelnen Versuchen zur Durchstré6mung verwendet 
wurde, und mit Hilfe dieser Summe berechneten wir ebenso die Gesamt- 
menge des produzierten Gallenfarbstoffs wie im vorliegenden Versuch. 


Tabelle II. 





nes : _ | Milz- + Hilus- Gesamtmenge des 
Versuch Gewicht Bilirubinkonzentr. | + Blutvolumen gebildeten 
Nr. des Hundes | 2#ch dem Versuch | ie Bilirubins 
kg mg- °/9 (berechnet) mg 
N 
7 | 16 1,6 245 3,92 
8 i 19 2,8 265 7,92 
10 i 15,5 2,2 245 5,39 
11 i 16 0,2 225 0,45 
14 12 0,8 205 1,64 


1 Die Verteilung des Gallenfarbstoffs ist nicht ganz gleichmaBig, was 
aus unserer IIL. Mitteilung ersichtlich ist, wo wir in einem Falle den Gallen- 
farbstoffgehalt des Blutes, der Milz und des Fettgewebes bestimmt haben. 
Aus den dort mitgeteilten Daten liBt sich berechnen, daB die Verteilung 
des Gallenfarbstoffs in der Milz, in dem Blute und in dem Fettgewebe sich 
verhalt wie 1: 0,8: 2,4. Demnach hiuft sich im Fettgewebe verhialtnis- 
miBig viel Gallenfarbstoff an, doch der Gallenfarbstoffgehalt des Milz- 
gewebes entspricht beilaéufig dem des Blutes. Die Anhaufung des Gallen- 
farbstoffs im Fettgewebe haben in anders ausgefiihrten Versuchen Mann, 
Bollmann und Magath (22) auch festgestellt. Da das Gesamtquantum 
des Blutes und der Milz immor das Mehrfache des Hilusvolumens betragt, 
so verursacht die Anhaufung des Gallenfarbstoffs in dem Fettgewebe einen 
verhaltnismaBig geringen Fehler. 
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Die so erzielten Daten zeigt Tabelle Il. Die duBersten Werte sind 
0,45 und 7,42 mg, der Durchschnittswert 3,8 mg. 


Wir sind uns dessen bewuBt, daB wir bei der Berechnung mehrere 
Faktoren nur schatzungsweise bestimmt haben und die einzelnen 
Daten auch stark divergieren. Eben deshalb kénnen wir aus dem 
wahrscheinlich zufalligen Ubereinstimmen der Mittelwerte nicht mehr 
folgern als soviel, daB die GréBenordnung der Gallenfarbstof{produktion 
in den vorliegenden Versuchen ebenso gro ist wie in den ersten Versuchen 
an der Milz ohne Stauung. Wir glauben jedoch, daB wir hieraus 
folgern dirfen, daB dem Blute, welches in das Gewebe der Milz gelangt 
(Hijmans van den Berghs kiinstliche Infarkte), keine Bedeutung in 
der Gallenfarbstoffproduktion zukommt 


Noch besser wird diese Frage durch folgende Uberlegung beleuchtet. 
Aus leem Blut bilden sich 5 mg Gallenfarbstoff!. Die gréBte von 
uns festgestellte Gallenfarbstoffproduktion war 7,4 mg, welche Menge 
15eem Blut entspricht. In denjenigen Versuchen also, in welchen 
die Gallenfarbstoffbildung die gréBte war, hat sich nur das Himoglobin 
von 1,5 ccm Blut in Gallenfarbstoff umgeindert. Es ist aber aus den 
Daten der Tabelle I zu ersehen, daB in den einzelnen Milzen 40 bis 
150 cem Blut, richtiger Blutzellen, in der Pulpa als ,,kiinstliche Infarkte“ 
oder eher in mikroskopischen Himatomen angehauft waren. Insofern 
die Gallenfarbstoffproduktion wirklich im Zusammenhang mit der 
in das Gewebe gelangten Blutmenge stiinde -- wenn wir auch nicht 
annehmen miissen, daB alles Himoglobin sich in Bilirubin umwandelt — , 
so miuBte sich in unseren jetzigen Versuchen doch mehr Bilirubin 
bilden als in den friiheren, und es hatte sich ein ungefaihres Verhiltnis 
zwischen der in die Milz gepreBten Blutmenge und der Gallenfarbstoff.- 
bildung zeigen miissen. Aber einen solchen Zusammenhang haben wir 
tiberhaupt nicht wahrgenommen. 


Es ist daher offenbar, daB die Rolle der Milz m der Gallenfarbstoff- 
produktion nicht einfach die ist, daB sie infolge ihrer Struktur das Aus- 
strémen der Blutzellen in die Gewebe leicht ermédglicht, sondern es ist 
irgendeine Funktion der lebenden Milzzellen zur Umdnderung des Hamo- 
globins in Gallenfarbstoff notwendig. 


Die in unseren Versuchen gebildete Gallenfarbstoffmenge scheint 
auf den ersten Blick gering zu sein. Wenn wir aber die gebildete Menge 
mit der Gallenfarbstoffmenge vergleichen, welche in derselben Zeit 


' In 1,0 ccm Blut sind 0,14 g Hamoglobin bzw. 5,6 mg Hamatin vor- 
handen. Angenommen, da8B die Umwandlung des letzteren der chemischen 
Forme] entsprechend geschieht, so bilden sich daraus 5.2 mg Gallenfarbst off. 
Hirschfeld, Eppiger, Ranzi, 8. 73 (25). 
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in dem lebenden Tier produziert wird', dann zeigt es sich, daB die 
tiberlebende Milz den sechsten Teil der gesamten Gallenfarbstoffmenge 
zu produzieren vermag. Es ist wahrscheinlich, daB diese Fahigkeit 
der Milz in dem lebenden Tier keineswegs eine kleinere ist, vielmehr 
kann sie eventuell noch gr6éBer sein. Wenn wir dazu noch die Gallen- 
farbstoffproduktion des Knochenmarks (Mann und Mitarbeiter) hinzu- 
fiigen, dann kénnen wir begriindeterweise behaupten, daB ein be- 
deutender Teil der mit der Galle ausgeschiedenen Gallenfarbstoff- 
menge extrahepatisch gebildet wird. 


Zusammenfassung. 

In alteren Versuchen wurde nachgewiesen, daB in der mit defibri- 
niertem Blut durchstrémten Hundemilz sich Gallenfarbstoff bildet 
Nach Hijmans van den Bergh wire die Ursache der Gallenfarbstoff- 
bildung die, daB rote Blutkérperchen, welche aus den Kapillaren in 
das Parenchym der Milz gelangen, dort zugrunde gehen und ihr Hamo- 


globin wie es tiberall sonst in dem Organismus in Extravasaten 
geschieht in Gallenfarbstoff umgebaut wird. Zur Prifung dieser 


Annahme wurde in der iiberlebenden Milz die in das Parenchym ge- 
langte Blutmenge vielfach vergréBert, und zwar dadurch, daB am 
Milzpraparat der arterielle Druck erhéht und eine vendse Stauung 
zustande gebracht wurde. Die GréBe der Gallenfarbstoffproduktion 
blieb dennoch die gleiche, was als Beweis dafiir dient, daB die Gallen- 
farbstoffproduktion in keinem Zusammenhang mit der Menge der aus 
dem Blutstrom ausgetretenen Blutkérperchen steht, sondern dab 
dieselbe von anderen Faktoren abhangt. 
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Mit 3 Abbildungen im Text. 


In dieser Arbeit sollen einige Fragen behandelt werden, die 
sich im Laufe der Untersuchungen iiber die Ammoniakbildung im 
Froschmuskel ergeben haben. Zwischen den Ergebnissen dieses La- 
boratoriums einerseits, der Schule von Embden andererseits bestehen 
Widerspriiche ; die seit 1927 durchgefiithrten Untersuchungen erscheinen 
in ihren Resultaten um so mehr widersprechend, je niher man sie be- 
trachtet. Wenn auch bei fliichtiger Betrachtung der SchluB: ,,bei 
Muskelarbeit entsteht Ammoniak“ sich aus den einen wie aus den 
anderen ergibt, so sind die Tatsachen und die feineren Deutungen 
doch sehr verschieden und unvereinbar. 


Ich méchte im folgenden die wichtigsten Unstimmigkeiten geordnet 
zusammenstellen. In den meisten Fragen steht Aussage gegen Aussage, 
und es wird Sache anderer Forscher sein, sich einerseits aus dem vor- 
liegenden Material ein Urteil zu bilden, andererseits durch weitere 
Versuche zur Klarung der Sachlage beizutragen. Dafiir kann es aber 
nur niitzlich sein, wenn die Widerspriiche klar hervorgehoben sind. 


An erster Stelle nenne ich die Widerspriiche in den Grindwerten 
fiir den Ammoniakgehalt des ruhenden Muskels. Die Bestimmung 
dieser Werte ist fiir alles, was ttber Ammoniak im Muskel auszusagen 
ist, von grundlegender Bedeutung: und in diesen Werten spiegelt sich 
einerseits die Zuverlassigkeit der angewandten analytischen Methodik, 
andererseits der Grad, in welchem die untersuchte GréBe definiert 
ist. ,,Ammoniakbildung“ ist eine Differenz zweier Bestimmungen 
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und steht und fallt mit deren Zuverlassigkeit. Die Differenzen aus 
zwei Bestimmungen als reell anzusehen, die selber unexakt, aber unter 
ahnlichen Bedingungen ausgefiihrt worden sind, ist ein Irrtum, der heute 
langst tiberwunden sein sollte; aber es ist doch zu befiirchten, dab 
Pfliiger recht gehabt hat, wenn er ihn als in der medizinischen Welt 
unausrottbar bezeichnete!. Die Anwendung der Fehlerrechnung und 
die variationsstatistische Betrachtung ist in vielen Fallen einzig berufen, 
ng % NH; 
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Abb. 1. 


Die Ordinaten der + bezeichneten Punkte stellen die Mittelwerte fiir den Ammoniakgehalt der 
Muskeln nach Versuchen von Embden und Mitarbeitern dar, wie sie in Tabelle ILI enthalten sind ; 
die Punkte + sind den dort enthaltenen Nummern entsprechend numeriert. Die Radien der 
- ' : "Zaz | ‘ 
Kreise, welche die + umgeben, stellen die Streuung dar (1 = ). Die Zahlen (z. B. 
(n — 1)/ 
114 T) bezeichnen die Zahl der Tiere, auf die sich der Mittelwert bezieht 


eine kritische Deutung herbeizufiihren, und sie ist es, die in den letzten 
Jahren Erniichterung in bezug auf Vieles geschaffen hat, was friiher 
in medizinischen Wissenschaften als Beweis gelten konnte?. 

Die Abb. 2 stellt die Mittelwerte fiir den Ammoniakgehalt ruhender 
Froschmuskeln dar, wie sie sich aus einzelnen Arbeiten dieses Labora 
toriums ergeben, Abb. 1 entsprechende Mittelwerte des Embdenschen. 


1 Pfliiger, Das Glykogen, 2. Aufl., 1905, S. 15. 

2 Dale, Vorrede zu Burns, Methods of biological Assay, London 1928, 
S. XI: ,,Of recent years the statisticians have directed a bracing jet of cold 
reason on much that formerly passed master as medical evidence“. 
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Instituts. Dieses Bild mag, bevor wir zur ausfiihrlichen Erérterung 
kommen, einen Begriff von den bestehenden Unstimmigkeiten ver- 
mitteln. 
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Abb. 2 


Die Ordinaten der + bedeuten die Mittelwerte fiir den Ammoniakgehalt der Muskeln aus 

unserem Laboratorium, wie sie in der Tabelle II enthalten sind. Die Radien der Kreise 

bedeuten die Streuungen. Die + sind der Tabelle II entsprechend numeriert. Die 
Zahlen unter den Kreisen bedeuten die Tier- und Versuchszahl (z. B. 106 V). 


Auch in der Frage des Zusammenhanges zwischen der Arbeits- 
leistung und der Ammoniakbildung gehen die Ergebnisse beider Labora- 
torien sehr weit auseinander. Aus unseren Arbeiten ergibt sich das 
folgende Bild. Mit der Arbeitsleistung des Muskels ist eine bestimmte 
Quote der Ammoniakbildung verbunden, die jedoch von dem Zustand 
des Muskels abhingt. In der ersten Arbeit von Parnas, Mozolowski 
und Lewinski!, in welcher iiber Versuche in den Monaten Mai/Juni, 
und 200 bis 500 Zuckungen berichtet wurde, ergab sich eine konstante 
Beziehung zwischen dem Produkt Spannung = Lange und der gebildeten 
Ammoniakmenge. In weiteren Versuchen von W. Lewinski?, die sich 
tiber das ganze Jahr und bis Tausende von Zuckungen erstreckten, 
wurde gefunden, daB jene Beziehung nicht konstant ist. Die Ammoniak- 
quote fiir das (Spannungs x Lange-) Produkt fallt fiir den isolierten 
Froschmuskel von 100 zu 100 Zuckungen zu immer geringeren Werten 
ab; sie ist auBerdem in der Aktivitaétszeit des Frosches viel héher als 
in der Zeit der Winterinaktivitat und Inanition. Die extremen Grenzen 
der Quote differieren um eine Zehnerpotenz. 


Es konnte kein Anhaltspunkt dafiir gefunden werden, dab 
die Anhiufung des gebildeten Ammoniaks im isolierten Muskel durch 
irgendeinen Vorgang, auBer durch Diffusion, riickgingig gemacht 
wiirde. Einmal abgespaltenes Ammoniak scheint im Muskel selber 
nicht umgewandelt zu werden. Wir haben wohl gefunden, daB das 
andere Spaltungsprodukt des Adeninnucleotids, die Inosinsaiure, wahrend 
der oxybiotischen Erholungen reaminiert, in das Adeninnucleotid 
zuriickverwandelt wird, aber nicht unter Verwertung des einmal ab- 
gespaltenen Ammoniaks. 

Es lieB sich keinerlei Beziehung zwischen der Haufigkeit der 
Zuckungen und der Ammoniakanhaufung feststellen: ob der Muskel 


1 Parnas, Mozolowski u. Lewinski, Klin. Wochenschr. 6, 1710, 1927. 
2 Noch nicht publiziert. 
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seltene oder haufige Zuckungen ausfiihrt, die Ammoniakanhaufung 
ist dieselbe, sofern die Arbeitsleistung dieselbe ist. 

Die im Muskel angehiufte Ammoniakmenge schwindet auch im 
lebenden Frosch nur langsam: die Spuren, welche kraftigere Zuckungen 
hinterlassen, kann man nach Zeiten von z. B. einer halben Stunde 
noch am Ammoniakgehalt erkennen. Infolgedessen ist der Ammoniak- 
gehalt des Muskels nicht innerhalb allzu enger Grenzen definiert; 
man kann bei einem Frosch nicht erwarten, den Ammoniakgehalt 
symmetrischer Muskeln auf mehr als etwa 0,2 mg-’,, N genau iiber- 
einstimmend zu finden, und mu damit rechnen, daB auch viel 
gréBere Differenzen vorkommen kénnen. 

Die Ergebnisse der Embdenschen Schule sind von diesen ganz 
verschieden. Ich glaube, das Wesentliche folgendermaBen zusammen- 
fassen zu kénnen. Die nach Muskeltatigkeit beobachtete Erhéhung 
des Ammoniakgehalts ist die algebraische Summe einer Ammoniak- 
bildung, welche die Zuckung begleitet, und eines Ammoniakschwundes, 
der unmittelbar nach der Zuckung folgen soll. Diesen Ammoniak- 
schwund faBt Embden als die Umkehrung der Ammoniakbildung auf, 
ohne iibrigens diese Auffassung zu begriinden!. Die Fiahigkeit, den 
der Ammoniakbildung entgegengesetzten Vorgang zu vollziehen, ist 
ganz besonders labil, sie findet sich in voller Wirksamkeit nur bei einem 
frisch gefangenen Frosch und geht mit der Dauer der Gefangenschaft? 
und der Ermiidung zuriick*. Sie ist mit der Jahreszeit verinderlich : 
im Winter, wahrend der Inaktivitat und Inanition viel bedeutender, 
vermag die der Ammoniakbildung entgegengesetzte Reaktion die Am- 
moniakbildung vollstandig zu verdecken*. Die Fahigke‘t, das gebildete 
Ammoniak zum Verschwinden zu bringen, ist schlieBlich auch individuell 
und populationsmaBig verschieden: sie bedingt verschiedenes Ver- 
halten von Fréschen verschiedener Finge 5, und auch innerhalb derselben 
Fange macht sie sich geltend®. Sie ist aber auch vom Wetter weitgehend 
abhangig, und hat zur Folge, daB bei kiihlerom Wetter die Abspaltbar- 
keit des Ammoniaks vermindert ist (Embden, Carstensen und Schu- 
macher, S. 211). 


! Die Umkehrung der ammoniakbildenden Reaktion wire nur eine 
der sehr zahlreichen Reaktionen. welche im Muskel den Ammoniakgehalt 
zum Schwinden bringen kénnten, falls tatsaichlich Ammoniak im Muskel 
verschwinden sollte. Es ist schwer einzusehen, warum gerade die Um 
kehrung als die wahrscheinlichste unter ihnen anzusehen ware. 

2 Embden, M. Carstensen u. H. Schumacher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
179, 222, 223, 1928. 

3 Ebendaselbst 8. 207. 


4 Ebendaselbst 8S. 215. 
5 Ebendaselbst 8. 188. 
6 M. Lehnhartz, ebendaselbst 179, 222, 1928. 
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Experimentell entsprechen dieser Auffassung folgende Beob- 
achtungen, die von Embden und seinen Mitarbeitern angestellt worden 
sind. Wenn ein Muskelpaar in gleicher Weise gereizt wird, und der 
eine noch wahrend der Kontraktion, der andere eine Minute spiter 
in fliissiger Luft fixiert wird, so soll der spater fixierte weniger 
Ammoniak enthalten als der friiher gefrorene: dies wird von 
Embden, Schumacher und Carstensen! in sehr zahlreichen Versuchen 
beschrieben. 


Die Annahme einer Umkehrung der Ammoniakabspaltung, die 
sofort auf die Abspaltung folgt, wird von Embden zur Erklarung auch 
der Abhangigkeit der Ammoniakbildung von der Zuckungsfrequenz 
verwendet, die er und seine Mitarbeiter beschreiben. Es soll namlich, 
nach den Versuchen dieser Autoren, méglich sein, durch die gleiche 
Anzahl] von Zuckungen einmal eine bedeutende Ammoniakbildung 
zu bewirken, ein anderes Mal, wenn die Zuckungen auf eine doppelt 
so lange Zeit verteilt sind, nicht nur keine Vermehrung, sondern sogar 
eine ,,wenig auBerhalb der Fehlergrenze gelegene Verminderung 
des Ammoniakgehalts zu verursachen (Embden, Carstensen und Schu- 
macher, Versuch 119, 120, ausfiihrlicher M. Lehnhartz?). Es sei bemerkt, 
daB wir keine Andeutung des Bestehens einer solchen Beziehung fest- 
zustellen vermégen und die Richtigkeit der Angaben von Embden 
und seinen Mitarbeitern bestreiten. 


Die Annahme der Reversion soll schlieBlich auch eine Gruppe 
von Beobachtungen erklairen, die im Embdenschan Institut wiederholt 
erhoben werden, und denen alles widerspricht, was wir iber Ammoniak- 
bildung im Muskel beobachtet haben. Es soll namlich nach Embden 
die Ammoniakquote fiir die Muskelzuckung um so héher sein, je mehr 
der Muskel ermiidet ist!. Im Laufe der Ermiidung soll die Reversion 
der Ammoniakbildung allmahlich verlorengehen, und die Ammoniak- 
bildung, die der Muskelzuckung entspricht, soll dann erst frei zum 
Vorschein treten. Auch in gewissen ,,biologischen Zustanden“ der 
Frésche soll die Aufhebung der ,,Reversion” zur Bildung von gewaltigen 
Ammoniakmengen AnlaB geben: wir finden in der Arbeit von Embden 
und Wassermeyer* in Versuchen vom Mai 1927 Zunahmen bis 14,25 mg-°,, 
Ammoniak fiir 100 Zuckungen von Esculentengastrocnemien. Es 
fallt aber auf, daB in den anderen, gleichzeitig publizierten Arbeiten 
der Embdenschen Schule auch nur angeniherte Werte weder im Mai 
noch zu anderen Zeiten vorkommen. Wir kénnen sie auch unmdglich 
fiir richtig halten. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 8S. 186 bis 225. 
2 Ebendaselbst 184, 183, 1929. 
3 Embden u. Wassermeyer, ebendaselbst 179, 169, 178, 1928. 














PETES ee ee ee 


Spencmnthdevel th eY) 








Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung im Froschmuskel. VII. 371 


Das Zusammenwirken dieser Faktoren in ihrer so mannigfaltigen 
Bedingtheit kann indessen die experimentellen Ergebnisse des Embden- 
schen Instituts nicht ohne gewisse Hilfsannahmen befriedigend erklaren. 
Das wichtigste unter diesen Prinzipien betrifft die Gleichheit des Ammoniak- 
gehalts in symmetrischen Muskeln desselben Tieres. Der Ammoniak- 
gehalt in symmetrischen Muskeln wird in ganz erstaunlich hohem 
MaBe gleich gefunden: HEmbden, Riebeling und Selter! finden z. B. 
zwischen rechten und linken Muskeln Differenzen, die weniger als 
1/00 mg-% betragen. Auch Embden und Wassermeyer® finden, wie 
gewaltig auch die Werte der einzelnen Bestimmungen schwanken, 
zwischen linken und rechten Muskeln eine erstaunliche Uberein- 
stimmung *. 


Aber diese Ubereinstimmung gilt nicht fiir alle Frésche. Es gibt, 
wie die Autoren feststellen, Froschpopulationen, in welchen der Am- 
moniakgehalt in den symmetrischen Muskeln iibereinstimmt, und solche, 
fiir die dies nicht gilt*. Solche Populationen (Sendungen) mit gleichen 
oder ungleichen Ammoniakgehalten findet oder kauft man zu jeder 
Jahreszeit; aber die GleichmaBigkeit hingt von der /Tageszeit ab, und 
um in Sommermonaten sicher gleichen Ammoniakgehalt in beiden 
Beinen zu haben, muB man die Versuche in friiher Morgenstunde vor- 
nehmen, da er spater ungleich wird (Embden, Carstensen und Schumacher, 
l.c. S. 198). 


Ich glaube, daB es den meisten Lesern schwer fallen wird, diese 
These anzunehmen. Falls es wirklich eine —— genetisch oder dkologisch 
bedingte — Disposition zur UngleichmaBigkeit des Ammoniakgehalts 
in symmetrischen Muskeln geben sollte, so wird es doch unwahr- 
scheinlich erscheinen, daB diese Disposition in ihren Extremwerten 
als Mode (im Sinne der Variationslehre) in gewissen, zufallig bei 
Froschhandlern zusammentreffenden Populationen ausschlieBlich vor- 
herrschen oder ganz zuriicktreten sollte. Man wiirde vielmehr erwarten 


1 Embden, Riebeling u. Selter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 153, 1928. 

2 Embden u. Wassermeyer, ebendaselbst 179, 164, 1928. 

3 Wir miissen uns der Ansicht vollstandig anschlieBen, die Benedict 
und Nash vor kurzem ausgesprochen haben. (S. R. Benedict u. T. P. Nash, 
Journ. of biol. Chem. 82, 676, 1929.) ,,Qur experience with ammonia deter- 
mination leads us to state frankly, that the apparent accuracy of the method 
employed by Embden, Riebeling and Selter is quite beyond our compre- 
hension.“‘ Die Autoren machen besonders darauf aufmerksam, wie merk- 
wiirdig diese Ubereinstimmung bei einer so langen und komplizierten 
Methode ist, wie die von Embden und seinen Mitarbeitern angewandte. 
Bei Anwendung von etwa 5g Muskulatur und Titration mit 4/39, n Tio- 
sulfat oder Alkali miissen die Titrationen, nach allen Vorbereitungen und 
Destillation, auf '/,99 ccm Titrierfliissigkeit iibereinstimmen. 
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missen, unabhangig von jeder Annahme, dab gréBere und geringere 
Differenzen im Ammoniakgehalt nach den groBben Gesetzen der 
Variationslehre in den Froschpopulationen verteilt sein werden. Die 
These von Embden und seinen Mitarbeitern erfordert zum mindesten 
eine experimentell-analytische Priifung an einer gréBeren Zahl von 
Froschpopulationen und ist merkwirdig genug, um eine solche Priifung 
zu verdienen. Wie die Sache jedoch steht, bedeutet sie nur so viel, 
daB die in symmetrischen Muskeln tibereinstimmenden Werte eine 
Auswahl darstellen. Diese Auswahl ist nun in allen Werten ent- 
halten, die als Differenz aus zwei Bestimmungen an symmetrischen 
Muskeln abgeleitet sind, und damit muB bei ihrer Beurteilung 
gerechnet werden. 

Die wichtigsten Differenzen in den Ergebnissen des Embdenschen 
Instituts und den unseren waren also dahin zusammenzufassen, daB 
Embden eine unvergleichlich viel gréBere Streuung der Ruhewerte 
findet als wir, daB die Anhaéufung des Ammoniaks im Muskel nach 
Embden nach der Zuckung zuriickgeht, nach unseren Versuchen dagegen 
bestehen bleibt, daB die Quote der Ammoniakbildung fiir gleiche Arbeit 
mit der Ermiidung nach Embden bedeutend ansteigt, nach unseren Er- 
fahrungen bedeutend zuriickgeht. Ich werde versuchen, die Grundlagen 
dieser Divergenzen im folgenden zu analysieren. 


Methoden. 


Es liegt natiirlich am niachsten, die Ursache der Verschiedenheit der 
Ergebnisse auf Unterschiede in der experimentellen und analytischen 
Behandlung des Materials zuriickzufiihren, und ich méchte deshalb die 
wichtigsten darauf beztiglichen Angaben rekapitulieren. 

Unsere Versuche werden an Jemporarien und Esculenten ausgefiihrt, 
die durch das Institutspersonal in Teichen und feuchten Wiesen der Um- 
gebung von Lemberg gesammelt wurden und ihrer Provenienz nach genau 
bekannt waren. Fiir den Winter wurden die Frésche im Oktober gesammelt, 
und in einem besonderen, dunklen Kellerraum unter Bedingungen auf- 
bewahrt, welche diejenigen méglichst nachahmen sollten, welche mir von 
den Froschhandlern im Elsa8 her bekannt waren. Die Tiere wurden in 
sehr’ groBen hélzernen Behaltern in langsam durchflieBenden Wasse1 ge- 
halten, in dem schwimmende Holzstiicke es erméglichten, an der Ober- 
flache zu bleiben. Die Sterblichkeit war unter diesen Bedingungen ge- 
ringer, als unter irgendwelchen anderen, die ich ausprobiert habe. 

Frésche, die man frisch gefangen oder soeben transportiert hatte, 
sind durch Schreck und Fluchtbewegungen, oft auch durch Erstickung 
schwer erschépft; ihre Muskeln verhalten sich wie ermiidete Muskeln, und 
dem entspricht auch der Ammoniakgehalt, den man als ,,Ruhewert“ be- 
stimmt. Nichts ist falscher, als die Muskeln eines solchen Tieres als be- 
sonders frisch anzusehen. Sie besitzen keinerlei chemische Fahigkeiten, 
die ihnen nach kurzer, d. h. tage- oder wochenlanger, Gefangenschaft ab- 
handen kamen: ihr Zustand ist nur durch Ernaéhrung und Ermiidung be- 
dingt. Den Zustand der Ermiidung mu8 man aber auch sehr genau ins 
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Auge fassen. Wenn man die Frésche im Sommer oder ftir den Winte: 
gesammolt hat, so entsteht wihrend einiger Zeit, wenn man den Frosch- 
raum betritt und einen Frosch ergreifen will, eine regelmaBige Panik 
unter den Tieren: diese Erscheinung hért nach einiger Zeit auf. Es 
ist nun besonders wichtig, das Ergreifen der Tiere selbst zu besorgen, 
die Frésche unerwartet zu ergreifen und sofort durch Durschschneiden 
des Riickenmarkes nach der .,StraBburger Methode*'! — stillzulegen, und 
es so einzurichten, daB keine Tiere ins Experiment genommen werden, 
welche durch lebhaite Fluchtbewegungen trisch ermiidet worden sind. 
Vernachlissigt man diese Vorsicht, so wird die Streuung der Ruhewerte 
eToB 2. 

Es sei schon hier bemerkt, daB es uns niemals vorgekommen ist, im 
Verhalten in bezug auf die Ammoniakbildung irgendwelche individuelle 
oder populationsmaéBige Variationen zu beobachten, die nicht auf den jahr- 
lichen Aktivitaétszyklus oder auf wirkliche Ermiidung zuriickzutiihren 
waren. Ich hebe noch besonders hervor, daB alle unsere Bestimmungen 
Versuche an Einzelmuskeln darstellen, wihrend die Bestimmungen der 
Embdenschen Schule stets Versuchen an m hreren Mu:keln entsprechen, 
die zusammen verarbeitet werden, also im Wirklichkeit bereits Mittelwerte 
darstellen. Dieser Umstand bringt die beiderseitigen Aussagen in noch 
scharferen Gegensatz. 


Die Festlegung des Ammoniakgehalts. 


Der Ammoniakgehalt im Muskel wird festgelegt| die traumatische 
Ammoniakbildung bei der Zerst6rung des Gewebes hintangehalten. indem 
der Muskel so schnell als méglich mit einer gesattigten kalten Boraxlésung 
zerrieben wird (Parnas und Mozolowski). Die Schule von Embden verwendet 
zu dem gleichen Zwecke das Eintauchen des Muskels in tliissige Luft und 
nachtragliches Zerreiben des gefrorenen Gewebes in Salzsaure. 

Unsere Arbeitsweise ist wie folgt: wir verwenden einen rauhen, tiefen 
Glas morser und ein sehr groBes Pistill, so groB, daB man dam't einen Frosch- 
muskel mit einer Bewegung zerdiiicken kann. Auf den Boden des Mérsers 
kommt ein wenig Quarzsand (dickkérnig, scharikantig*®, eigentlich granu- 
lierter Quarz) und einige Kubikzentimeter kalt gesattigter, ammoniakirei 
gekochter Boraxlésung. Man wirft den Mu:kel hinein und zerquetscht ihn 
so schnell als méglich mit einer kraftigen, zugleich ditickenden und reibenden 
Bewegung unter der Boraxlésung. Der Handgriff muB8 eingeiibt werden, 
bietet aber keinerlei Schwierigkeit ¢. : 


! Nach Ewald, Das StraBburger Physiologische Praktikum, 1912. 

2 Indessen noch lange nicht so groB, daB dadurch die Streuung de 
Ruhewerte erklairt werden kénnte, wie sie bei Embden und seinen Mit- 
arbeitern vorkommt. 

$ Der Quarzsand in der richtigen Qualitiét konnte nur von Merck 
bezogen werden. 

4 Bei Mitarbeitern, welche solche Versuche zuerst ausfiihren, erfolgt 
das Zerreiben des Muskels nicht schnell genug: das Gewebe entgleitet, 
wird nicht sofort plattgedriickt, ist nach einer halben Minute noch nicht 
fein zerkleinert. In diesem Stadium der Einiibung findet man regelmié Big 
mehr als 1 mg-®% Ammoniak-N in frischen Muskeln. Ist dann die richtice 
Ausfiihrung der Handgriffe eingeiibt, so fallen die Werte gegen 0,7 mg-°, 
NH,-N. 
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Diese Methode eignet sich nur fiir kleine Muskeln, bei der Verarbeitung 
von Muskeln gréBerer Tiere wiirde sie versagen, und das traumatische Ent- 
stehen von Ammoniak lieBe sich nicht vermeiden. In der Anwendung auf 
Froschmuskeln liefert sie jedoch die minimalen Ammoniakwerte, und dies 
ist das einzige Kriterium ihrer Zuverlassigkeit, sofern es sich um die Still- 
legung der Ammoniakbildung handelt. Wenn man Froschmuskeln mit 
Wasser oder Salzlésung zerreibt, so findet man den Ammoniakgehalt zu 
4 bis 6 mg-%: bei Zerreibung mit Boraxlésung findet man 0,4 bis 1 mg-%, 
meistens gegen 0,6 bis 0,7 mg-%, und dieselben Werte erhilt man, wenn 
man die Muskeln in fliissiger Lutt zum Gefrieren bringt und dann in Borax 
zerreibt. Wir haben uns von der Ahnlichkeit der Variationsbreite iiberzeugt, 
die man bei Anwendung von fliissiger Luft und bei direkter Zerreibung 
in Borax erhalt, und stellen eine Reihe solcher Parallelbestimmungen von 
J. Jaworska in Tabelle I zusammen. 


Tabelle I. 








Art Ammoniakgehalt 
des Frosches, Fixations- mg-°/o NH,-N 
Datum | Muskelgewicht mittel Beobachter 
| g Links Rechts 

27. IV. 0,61 Borat 0,99 0,94 Parnas u. Mozotowsk 
25. I. 0,59 a | 0,55 0,51 Dieselben 
23. VI. 0,6 a | 0,86 0,74 m 

24. I. 0,52 Flissige Luft|| 0,80 0.48 bs 

29. X. T. 0,73 be a 028 039 Jaworska 
29. X. T. 1,32 . » | 0,44 0,43 ‘ 

29. X. T. 0,95 “ a th. aa 0.86 ‘ 

29. X. T. 0,96 ‘ » || 0,68 0,72 * 

30. X. T. 0,82 a > | 0,72 0,72 a 

80. X. T. 0,86 o a 0,89 0,79 : 

21. X. T. 0,56 Borat” | 0,69 0,56 

21. X. T. 1,16 4 | 0.80 0,78 ‘ 

22. X. T. 0,6 a | 0.50 0,66 ss 

23. X. T. 0,47 ‘ | =—0,50 0,60 > 

28. X. T. 0,93 ¥ | 0,70 0,70 is 

25. X. T. 0,68 | 0,45 0,67 > 

26. I. EK. 0,43 — Flissige Luft) 0,43 0,43 Parnas u. Mozolowski 


Das Eintauchen in fliissige Luft wird von Embden und seiner Schule 
in gewissen Fallen als Mittel zur Stillegung der chemischen Vorgénge im 
Muskel, in anderen als Reizmittel angewandt!. Sicher ist dieses Mittel 
der Stillegung weder so rasch, noch so schonend, wie man dies annehmen 
kénnte. A. Bethe hat seine Wirkung vor kurzem kritisch besprochen?, 
aber ich glaube, daB die Kritik zu milde ausgefallen ist. 

Wenn man einen Froschgastrocnemius in fliissige Luft eintaucht und 
nach 3 Sekunden wieder herauszieht, so findet man an der Oberflache 
noch keine Spur von Vereisung; nach 6 Sekunden ist die Eisschicht etwa 
1mm stark. Eine Kupfer-Konstantanlésung, die sich in der Achse eines 
mittleren Froschgastrocnemius befindet, beginnt am Galvanometer (wo 


1 Embden u. Lawaceck, diese Zeitschr. 127, 181, 1922. 
2 Naturwissensch. 18, 678, 1930. 
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ein Teilstrich in der gegebenen Anordnung 12° entspricht) erst in 7 Sekunden, 
nachdem ein Muskel von Zimmertemperatur in fliissige Luft eingetaucht 
worden ist, einen Ausschlag zu bewirken. Wenn dann der Muskel in tliissiger 
Luft gefriert, so kommen oft Verzerrungen, Risse vor, die das noch nicht 
gefrorene Fleisch sicher mechanisch reizen. 

Es werden also beide Methoden der Stillegung chemischer Vorgdnge im 
Muskel ihren bedingten Wert haben, und in den recht gleichmaéBigen Resul- 
taten, die sie liefern kénnen, wird eine gewisse traumatische Komponente 
— als systematischer Fehler — enthalten sein, von der man nicht einmal 
annehmen kann, daB sie von Fall zu Fall sehr gleichmaBig ausfalle, und auch 
nicht, wie groB ihre Variationsbreite zu schitzen sei. Dies mahnt jedenfalls 
zur Vorsicht, nur solche experimentell bewirkte Ausschlige als reell an- 
zusehen, die weit auBerhalb der Schwankungen der Ruhewerte liegen, 
und nicht nur die Schwankungsbreite der wirklichen Ruhewerte enthalten, 
sondern auch die der kurzen traumatischen Effekte, die noch in ihren 
Schwankungen unbestimmt sind. 

Embden verwendet, wie erwahnt, die Wirkung der fliissigen Luft als 
Reizmittel, das den Vorteil hat, den Effekt der Reizung sofort festzulegen. 
Dabei soll verschiedene Belastung des Muskels verschiedene Arbeits- 
leistungen bedingen, deren chemische Wirkungen dann analytisch erfaBt 
werden kénnen. Wenn die Kaltereizwirkung der fliissigen Luft beginnt, so 
ist bald auch die Oberfliche gefroren und der Muskel bekommt eine starre 
Hiille: es erscheint zweifelhaft, ob die Unterschiede in der urspriinglichen 
Belastung gegeniiber den durch das Gefrieren bedingten ,,isometrischen“ 
Zerrungen noch viel Unterschied bedeutet. Es ware sicher eine Verblendung, 
das Gefrieren in fliissiger Luft als momentane Stillegupg der chemischen 
Vorgange im Muskel anzusehen, aber sicher auch eine Tauschung, zu glauben, 
die chemischen Effekte der Reizwirkung fliissiger Luft durch verhaltnis- 
maiBig grobe analytische Methoden erfassen zu kénnen. 


Die Bestimmung des Ammoniaks. 


Das Ammoniak wurde immer nach der Methode bestimmt, welche fiir 
das Blut von Parnas und Heller ausgearbeitet worden ist und spéater in 
den Arbeiten von Parnas und Klisiecki sowie Parnas und Mozolowski 
kleine Modifikationen, was den Apparat betrifft, erfahren hat. Es ist an 
dem Verfahren weiter nichts geaindert worden. Es sei mit besonderem 
Nachdruck auf die Notwendigkeit hingewiesen, die Kontrollen zur Fest- 
stellung der Ammoniakreinheit vor der Bestimmung sowie der Vollstandigkeit 
der Ammoniakentfiihrung nach der Bestimmung stets durchaus ernst zu nehmen. 

In langer dauernden Versuchen werden die Muskeln in Pingerscher 
Lésung gereizt und ein groBer Teil des Ammoniaks befindet sich in dem 
umgebenden Mediuns. Die Bestimmung erfolgt dann in der Lésung und 
im Muskel gesondert. 

Embden und seine Schule bestimmen das Ammoniak nach der Methode 
von Nencki und Zaleski, d. h. unter Destillation im Vakuum aus dem 
Wasserbad, nach Alkalisierung mit Magnesia, und azidimetrischer Titration 
mit dem Indikatorgemisch nach Tashiro oder jodometrischer Titration. 
Die Methode ist der urspriinglichen gegeniiber insofern modifiziert, als in 
einem Apparat mit Glasschliffen destilliert wird und zur Titration Flissig- 
keiten in Verdiinnungen von der GréBenordnung */,99 m verwendet werden. 
Fiir die Bestimmungen verwenden sie stets mehrere Muskeln zusammen. 

Der Vergleich beider Methoden wird erst im Zusammenhang mit. der 
Behandlung der Ergebnisse gezogen werden kénnen. 


Biochemische Zeitschrift Band 228. 
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Ich gebe die Ammoniakwerte in Milligramm NH,-Stickstoff fiir 100 g 
frisches Muskelgewebe an. Auf Angaben von Zu- oder Abnahmen in Pro- 
zenten des kleineren oder héheren Wertes wird prinzipiell verzichtet, weil 
diese abgeleiteten GréBen, wenn sie den Quotienten von zwei unsicheren 
GréBen enthalten, der mit 100 multipliziert ist, dem Leser, der sie nicht 
kritisch betrachtet, eine Bedeutung vortaiuschen, die ihnen meist gar nicht 
zukommt. 

Die Versuchsanordnung. 

Die Apparatur, die wir fiir die Reizung der Muskeln verwenden, werden 
wir anderweitig beschreiben. Hier sei nur bemerkt, daB die Muskeln stets 
bei bestimmter Temperatur, vom Nerven aus mit Offnungsstrémen eines 
Induktoriums maximal gereizt werden; die SchlicBungsstréme werden 
abgeblendet. Offnung und SchlieBung erfolgt durch einen entsprechend 
bewegten Quecksilberunterbrecher. Die Muskeln befinden sich entweder 
in einer feuchten Kammer oder in Ringerscher Lésung. 

Die wichtigste VorsichtsmaBregel, um die Versuchsobjekte vor auBerem 
Ammoniak zu schiitzen, besteht im Waschen der durchgeleiteten Gase 
und in der peinlichen Séuberung aller Oberflaichen, aus welchen der ver- 
hangnisvolle Chlorammoniumbeschlag des Laboratoriums hineingelangen 
kénnte. Dauernde gute Liiftung des Raumes, Aufbewahrung der kleineren 
GefaBe in luftdichten Glasbiichsen und stete Reinigung der gréBeren von 
auBen und innen durch Abspiilen mit ammoniakfreiem Wasser sind die 
wichtigsten SchutzmaBregeln. 


Ergebnisse. 
Der Ammoniakgehalt des ruhenden Muskels. 


Im folgenden werden Zahlen behandelt werden, die als Ammoniak- 
gehalt der ruhenden Froschmuskeln in den nachfolgend verzeichneten 
Arbeiten dieses Instituts publiziert worden sind: 

1. Die Werte von Parnas und Mozolowski'. 

2. Die Werte von Parnas und Mozolowski aus derselben Arbeit, 
Tabelle XX 2. 

3. Werte von Mozolowski und Lewinski®, Tabelle II. 

4. Werte aus einer noch nicht veréffentlichten Arbeit von 
W. Lewinski, die ich im folgenden kurz zusammenstelle. Die Zahlen 
geben den Ammoniakstickstoffgehalt der frischen Muskeln und _ sind 
nach Monaten geordnet?: 

Oktober: 0,35, 0,74, 1,33. 
November: 0,49, (0,45)°, 0,66, (0,66), (1,08). 
Dezember: (1,1), (0,75), (1,11). 


1 Parnas u. Mozotowski, diese Zeitschr. 184, 407, 1927, Tabelle IT. 

2 Ebendaselbst 184, 435, 1927. 

3 Mozotowski u. Lewinski, ebendaselbst 190, 388, 1927. 

4 Hier wie anderswo sind die Zahlen selbstverstandlich auf die erste 
Dezimale abzurunden, die zweite hat keine reelle Bedeutung. 

5 Die eingeklammerten Zahlen beziehen sich nicht auf Gastrocnemien, 
sondern auf Oberschenkelmuskeln und auf Peronacen. 
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Januar: 0,52, 0.4, 0,56, 0.73, 0,7, 0,57, 0.65, 0,52, (0.5), (1.0), 0.67, 
(0,72). (0,43), (1,03), 0,43, 0.8. 

Februar: (1,47), (1,02), 0,1, (1,0), 0,41, 0.1, (0,68), (0.92), (0,68), 
0,8, 0,67, 0,86, 0,95. 

Marz: 0,89, 1,25, 1,0, (0,66), (1,08), (1,10), (0,75), (1,11), 0,43, 
(0,8), 0,53, 0,62, 0,80, 1,07, 0,93, 0.56, (1,25), (0,70), (0.80), 
(1,0), 0,71. 


April: (0,55), 0,57, 0,55, (0,47), (0,5), 0.45, (0,88), (0.60), (1,08), 
(0,63), (0,74), (0,6). 

Mai: 0,33, 0,51, 1,5, 1,1, 0,55, (0,7), (0,6), (0,54), 0,55, (0,57), 
0,50, (0,61), (0,66), (0,71), (0,64), (0,58), (0,60), 0,59. 

Juni: 0,61, 0.94, 0,74, 0,65, 0,49, (0,87), (0,83), 0.54. 0.68, (0,60), 


0,60, (0,66), (0,50), (0.80), 0,60. 


5. Werte aus einer Arbeit von J.Jaworska und B. Umschweit, 
die im Oktober und November erhalten worden sind: 


0,66, 0,47, 0,79, 0,66, 0,50, 0,54, 0,99, 0,82, 0,62, 1,10, 0,71, 0,59, 
1,84, 0,50, 0,66, 0,53, 0,56, 0,60, 0,69, 0,36, 0,70, 0,62, 0,66, 0,73. 


6. Die Werte von J. Jaworska, die in Tabelle I dieser Arbeit an- 
gegeben worden sind. 


7. Werte aus einer Arbeit von B. Umschweif, die sich auf Tem- 
porarien beziehen und in der Zeit vom 18. November bis 4. Dezember 
1929 erhalten worden sind: 


0,66, 0,60, 0,69, 0,50, 0,59, 0,71, 0,54, 1,10, 0,60, 0,99, 1,84, 0,82. 
0,67, 0,66, 0,53, 0,56, 0,36, 0,70, 0,73, 0.60, 0.47, 0,79. 0,66, 0,56. 


Diesen Werten stellen wir gegeniiber: 
a) Die Ruhewerte aus der Arbeit von Embden, Riebeling und Selter, 


die in den Tabellen II, III und IV dieser Arbeit enthalten sind und aus 
den Monaten September bis Februar stammen!. 


b) Die Ruhewerte aus der Arbeit von Embden und Wassermeyer, 
die in den Tabellen I, II und IIT enthalten sind, wobei jedoch diejenigen 
Werte fdrtgelassen sind, bei welchen angegeben wird, daB sie sich auf 
irgendwie ermiidete oder vorbehandelte (gewirmte) Tiere beziehen?. 

c) Die Ruhewerte aus der Arbeit von Embden, Carstensen und 
Schumacher*, die aus den Tabellen III (November), IV (November), 
V (Januar), VI (Mai) und I und IT (Juni und Juli) entnommen sind, 
jedoch unter Fortlassung der Werte, die sich auf kiinstlich vorbehandelte 


1 Embden, Riebeling u. Selter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 149, 192s. 
2 Embden u. Wassermeyer, ebendaselbst 179, 161, 1928. 
3 Embden, Carstensen u. Schumacher, ebendaselbst 179, 186, 1928. 


25 * 
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(etwa im Brutschrank gewarmte) Frésche beziehen, schlieBlich aus 
Tabelle VII (Juni), ebenfalls nur ,,kalte“’ Versuche. 


d) Die Ruhewerte aus der Arbeit von Margarete Lehnhartz' (Ok- 
tober bis Dezember). 


Es sei darauf hingewiesen, dab die Werte unseres Laboratoriums 
Ammoniakstickstoff angeben, die des Hmbdenschen Laboratoriums 
Ammoniak. Unsere Werte sind also fiir den Vergleich auf Ammoniak 
zu reduzieren, was in der graphischen Darstellung auch geschehen 
ist (Abb. 2). 

Wir werden die Mittelwerte und ihre Schwankungsmabe fiir die 
einzelnen Versuchsreihen angeben: zuvor soll aber an die hier ver- 
wendeten Begriffe und ihre Bedeutung erinnert werden’. 


Der Mittelwert A wird in bekannter Weise durch Division der Summe 
der Einzelwerte durch ihre Zahl n gebildet. Betragen die Abweichungen 
der Einzelwerte vom Mittelwert d,, d,, . . ., und die Summe der Quadrate 
dieser Abweichungen ¥ d?, so erhalt man, indem man die Summe 
der Quadrate durch die um 1 verminderte Zahl der Versuche (n —- 1) 
dividiert, das Quadrat der mittleren Abweichung, und die Quadrat- 
wurzel dieser Zahl ist die Streuung oder das SchwankungsmaB der 
EinzelgréBe, das .,am_ sichersten bestimmbare Genauigkeitsmab“ 


=] 2d? | 
n—1 


Das SchwankungsmaB des Mittelwertes ist )/n-mal kleiner als das 
Schwankungsma8B der EinzelgréBe. Diese Streuung des Mittelwertes 


SS 7 

J n-(n—1) 
hat nun in der Fehlerrechnung folgende Bedeutung: es ist sehr unwahr- 
scheinlich, daB bei Wiederholung der gleichen Versuchsreihen die Mittel- 


werte infolge zufalliger Schwankungen um mehr als die dreifache 
Streuung des Mittelwertes von diesem abweichen. Der Wert 


a 
A+38 . 
can 


gibt also die erwartungsmaéBigen Grenzen fiir die bei Wiederholung 
der Versuchsreihe zu findenden Mittelwerte. 


1 M. Lehnhartz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 183, 1929. 

2 Ich folge hier der Darstellung in: Polya, Wahrscheinlichkeitsrechnung 
in Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. V, 2, 669, 1925; 
Ostwald, Luther, Drucker, Physikalisch-Chemische Messungen 1925; Ettisch, 
Ronas Physiol.-chem. Praktikum 2, 730, 1929. 
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Tabelle 11. 





Mittelwert Streuung 
und des Mittel- 


52) 8. Streuung wertes j; 49 \ ra 
Autoren Monat he 5 aS | ; ls a2 l sa (n—I1)n Be 
. ‘ Se 26) 4 ‘| a | as merkungen 
No oN n—l (n ln 
mg-°/ 5 mg-°/o mg-°/5 
NH,-N NH,-N NH,-N 


Parnas u. 
Mozotowski I, Il 28 28 0,69 40,19 0,036 0,69 +- 0,11 


Dieselben Ill 3 8 0,79+- 0,1 0.06 0,79 + 0,18 
Mozotowski 
u. Lewinski IV—IX 7; 7/0,71+0,26 0,1 0,71 + 0,8 
Lewinski | X—VI_ 106 106 0,72+.0,26 0,026 0,72 +- 0,078 
Derselbe X—VI 51) 51/0,68+0,22' 0,08 0,68 +-0,09 Nur Gastro- 
cnemien 
- I 16, 16 0,64+0,19 0,047 0,64 + 0,14 
‘ II 13) 13 0,83+-025 0,07 0,83 ++ 0,21 
=i III 21 21 0,86+0,23 0,05 0,86 + 0,15 
o IV 12) 12 063+018 0,05 0,63 +- 0,15 
e V 18 18 0,63 + 0,26 0,96 0,63 + 0,18 
” VI 15 15/0,744-015 0,04 0,74 +. 0,12 
7 X,XI,XII) 11) 11/0,79+03 0,09 0,79 + 0,27 
Umschweif X1,X1 2424. 0,73 40,29 0,06 0,73 + 018 
Umschweif 
u. Jaworska| X—XI 24 24 0,.67+0,29 0,06 0,67 + 0,18 
Jaworska XI 6 6 0,69+0,24 0, 0,69 +. 0,3 
“ XI 6 60604012 005 060+0,15 
XI 6 6 0,73 0,33 0,14 0.73 t 0,42 Mit fliissiger 
A XI 6 6 .0,62+4013 0,05 0,62+0,15 || "=e 
Diskussion. 


Wir sind uns klar dariiber, daB die Faktoren, welche die Variationen 
unserer Messungen beeinflussen, hier in gréBerer Zahl und in starkerem 
MaBe eingreifen als bei physikalischen und chemischen Messungen 
an homogenen und bestiandigen Objekten. Es sei auf folgende besonders 
hingewiesen : 

1. Die individuellen Schwankungen des Ammoniakgehalts in 
Muskeln ,einzelner Tiere und einzelneh Muskeln, abhaingig von dem 
momentanen Zustand von Ermiidung und Erholung. 

2. Die Unbestandigkeit des Ammoniakgehalts im Gewebe, das 
unter traumatischen Wirkungen und allerlei Reizen Ammoniak bildet. 

3. Die Ungenauigkeit der Bestimmungsmethode, deren Fehler- 
grenzen — die Fehlergrenzen der Bestimmung des Ammoniaks am 
lebenden Muskel — wir nicht direkt zu bestimmen vermdégen. 

Von diesen Faktoren bedingt der unter 2. genannte gegeniiber 
dem ,,wahren‘ Wert des Mittelwertes einen systematischen Fehler 
nach oben; von den anderen kann angenommen werden, dal sie Ab- 
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weichungen zufalliger Art bedingen, die nach allgemeinen Gesetzen 
des Zufalls schwanken. Indem wir den durch einen Komplex von 
Faktoren, und zwar ,,Zustand des Froschmuskels Behandlung bis zur 
Verarbeitung —- Methode —- Untersucher’ bedingten ,,Ammoniakgehalt* 
als variable, dem Zufall unterworfene GréBe betrachten, wollen wir tiber- 
legen, innerhalb welcher Grenzen diese GréBe schwankt. Diese Grenzen 
werden uns einen gewissen AufschluB dariiber geben, wieweit die 
Faktoren 1. und 3. in ihrer Wirkung eingeschrankt werden kénnen, 
und wieweit sich die durch den Faktor 2. bedingte Unsicherheit 
geltend macht. 








700 | x 
90! 
80} 
70 + 
60 60 x 
50 x 50 
40 | 40} + 
30 30 
x 
2 Pe 20 $ “ 
10 x + 0 
t +1 i, en es ee 
G3 G5 G7 GI 47 43 %5ng% G3 G5 G7 G9 47 43 45 47 
Abb. 3. 
Frequenz (Ordinate) der Ammoniakgehalte (in mg-°), NH -N). Links: Werte aus der Arbeit 
von Lewinsky; + fiir Gastrocnemien, x fiir alle Arten der untersuchten Muskeln. Rechts 
Werte aus allen Untersuchungen dieses Laboratoriums: + fiir Gastrocnemien, fiir alle 


Arten der untersuchten Muskeln. 


Diese Uherlegung wird durch die Verteilung der Werte bestatigt. 
In Abb. 3 sowie Tabelle LV ist die Verteilung der Einzelwerte fiir 
Gastrocnemien (A) und alle Muskeln (B) dargestellt auf verschiedene 
GréBen, und zwar aller in dieser Arbeit verwerteten Zahlen aus diesem 
Laboratorium (233 Werte). Die Anzahl der Werte ist verhaltnismaBig 
klein: aber die Frequenzkurve ist eine Zufallskurve, die in der Richtung 
nach héheren Werten hin gestreckt ist. Dies ist durch den systematischen 


Tabelle I V. ° 





Alle Bestimmungen Gastrocnemien 
Lewinski Alle L ewinski Alle 
Zwischen 0,3 und 0,5 mg-%, 12 25 7 22 
—— as a 49 96 24 69 
a 2 OF. 25 57 25 39 
“s oF: i . 17 27 3 6 
= RS: ~ oS » 7 1 3 5 


4 
1.3 °° ——_ 3 4 1 3 
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‘ehler nach oben sowie durch den Umstand bedingt, daB der Zufall 
keine Werte unterhalb des physiologischen wahren Ruhewertes fiir den 
Ammoniakgehalt des Froschmuskels bilden kann (einschlieBlich 
systematischen Fehler der Bestimmung nicht unterhalb 0,3 mg-°,, 
NH,-N), dagegen hier und da Muskeln untersucht werden, die viel 
stairker ermiidet sind. Es wurden gefunden: 


Betrachten wir die Versuchsreihe von Lewinski, welche die Monate 
Oktober bis Juni umfaBt und 106 Bestimmungen zahlit. Der Mittelwert 
ist 0,72 und der mittlere Fehler (Abweichung) -- 0,26 mg-°., NH,-N. 
Dafiir, daB bei Wiederholung der Reihe der Mittelwert innerhalb der 
Grenzen 0,72 —- 0,08 liegen wird, besteht theoretisch eine sehr grofe 
Wahrscheinlichkeit. 


Versuchen wir die Reihe von Lewinski nach Monaten zu unter- 
teilen, wobei wir die Monate Oktober —- November — Dezember, in 
welchen nur wenige Bestimmungen gemacht worden sind, zusammen- 
ziehen, so haben wir Gruppen von 11 bis 21 Bestimmungen: die Mittel- 
werte sind (in Milligrammprozent N H,-N): 





X, XI, XI | I II ni IV v vI 


0,79 + 0,3) 0,64+0,2 0,83+0,25 0,86+0,23 0,63+-0,18 0,63+4.0,26 0,74+0,15 


und ihre mittlere Abweichung vom gemeinsamen Mittelwert betragt 
+ 0,08 mg-°,, N. Man kann danach sagen, daB bei 10 bis 12 Be- 
stimmungen der Mittelwert auf 0,1 mg-°,, NH.-N definiert und 
konstant ist, ohne Riicksicht auf Jahreszeit und Art der Frésche, 
vorausgesetzt dagegen die eingangs mitgeteilten VorsichtsmaBregeln 
und Vorschriften der Verarbeitung. 


Diese Betrachtung zeigt aber auch, daB die fiir die Versuchsreihe von 
106 Bestimmungen theoretisch geforderten Grenzen der Abweichungen 
des Mittelwertes schon bei 11 bis 21 Versuchen erreicht werden, wenn 
wir aus derselben Versuchsreihe Gruppen zufallig (hier nach Monaten) 
herausgreifen. Ein SchluB auf Schwankungen des Ammoniakgehalts 
in einzelnen Monaten ware aus diesen Zahlenreihen kaum sicher zu 
ziehen: obwohl z. B. die (niedrigsten) Maiwerte fast regelmaBig unter 
den (héchsten) Marzwerten liegen. 


Die Bestimmungen, die von anderen Arbeitern unseres Labora- 
toriums herriihren, liegen in ihren Mittelwerten und mittleren Ab- 
weichungen den von Lewinski sehr nahe, sofern sie gréBere Reihen 
— iiber 20 —- von Bestimmungen enthalten: aber auch Reihen von 
6 Versuchen ergeben noch den gréBeren ahnliche Mittelwerte und 
mittlere Abweichungen. 
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Die Betrachtung der in Tabelle I vereinigten Werte ist sehr lehrreich. 
Sie ergibt folgende Werte (fiir die Zahlen von Jaworska). 


1. Alle mit Borax fixierten Muskeln. . . . . . 0,60 + 0,12) mg-°®, 
2. Alle mit fliissiger Luft fixierten Muskeln . . 0,71 + 0,27 
3a. Eine Halfte der Muskeln mit Borax fixiert +* . 0,59 -- 0,117 
3b. Die zu 3a symmetrische, ebenso fixiert . . 0,62 + 0,132 
4a. Eine Halfte der Muskeln mit fliissiger Luft fixiert 0,69 — 0,245 
4b. Die zu 4a symmetrische, ebenso fixiert . . 0,73 + 0,33 


Die Werte fiir mit Borat und mit fliissiger Luft fixierte Muskeln 
geben Mittelwerte, zwischen denen keine reelle Differenz besteht: ihre 
Differenz ist 0,11, der mittlere Fehler der Differenz 0,09, also ist die 
Differenz kaum reell. Bei Fixierung mit fliissiger Luft erhalt man Werte 
mit anscheinend gréBerer Streuung als bei Fixierung mit Borat. 

In den Zusammenstellungen der Werte von Lewinski sind alle von 
ihm verwendeten Muskelarten beriicksichtigt worden. Da diese Werte 
gréBtenteils Kontrollen (in zu anderen Zwecken angestellten Versuchen) 
sind, so entfallt die Halfte aller Zahlen auf Muskeln der Oberschenkel, 
sowie auf Peronden, die nicht so schonend prapariert werden kénnen 
wie Gastrocnemien, und infolgedessen — aber vielleicht auch von 
Natur —- etwas mehr Ammoniak enthalten als Gastrocnemien. Wahlt 
man aus den Lewinskischen Zahlen nur die auf Gastrocnemien beziig- 
lichen, so erhalt man als Mittelwert aus 51 Bestimmungen 0,686 mg-”.,. 
Die Uhereinstimmung mit dem Mittelwert von Parnas und Mozolowski, 
sowie von Umschweif und Jaworska ist dann noch gréBer, als in der 
Zusammenstellung der Tabelle Il, und zwar: 





Umschweif Lewinski Parnas-Mozolowski Umschweif-Jaworska 
26 Versuche 51 Versuche 28 Versuche 24 Versuche 


0,73 +. 0,29 mg-°4 N 0,69mg-% N + 0,22 0,7 mg-% N + 0,2 0,67 mg-% N + 0,8 


Welchen SchluB kénnen wir aus diesen Zahlen ziehen? Zum min- 
desten den, da der Ammoniakgehalt im Froschmuskel bei derjenigen 
experimentellen Behandlung und analytischen Methode, welche die 
Routine dieses Laboratoriums bildet, innerhalb enger Grenzen konstant 
gefunden wird, und zwar so, dafB der Mittelwert einer Serie von sechs 
Bestimmungen innerhalb der Grenzen von 0,7 -- 0,3 mg-°., liegt. 
Diese Werte werden stets erhalten, unabhingig von AuBeren Be 
dingungen und physiologischen Zyklen, sofern nur bona fide gesunde 
und nicht ermiidete Tiere untersucht werden. 

Eine gréBere Konstanz und Genauigkeit kénnen wir nicht bean- 
spruchen, wohl aber diese. Wir méchten nun daraus folgern, im Sinne 
vorheriger Ausfiihrungen, wie groB die Streuung in unseren Versuchen 
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ist. Wir sind nicht in der Lage, unsere Messungen am gleichen Objekt 
zu wiederholen: und die einzelne Messung bedeutet hier weniger 
als an irgendwelchen strenger definierten, bestdndigeren Objekten. Wir 
kénnen nur aus Reihenbestimmungen an Gruppen in bezug auf zufallige 
Fehler und Variationen kompensierte Mittelwerte entnehmen, und nur 
auf solche Mittelwerte kénnen wir Schliisse aufbauen. 


Im scharfsten Gegensatz zu den Ergebnissen unseres Laboratoriums 
stehen die aus dem Institut fiir vegetative Physiologie in Frankfurt 
publizierten. Aus den in Tabelle III zusammengestellten Zahlen und 
den Diagrammen der Abb. 1 und 2 ist zu ersehen, wie groB der Gegen- 
satz ist. Die Mittelwerte liegen, auBer den Zahlen fiir Januar 1928, weit 
iiber allen unseren Zahlen: aber auch der Vergleich untereinander er- 
gibt ein abwechslungsreiches Bild) Wenn man auch von den kometen- 
haften Werten absieht, die den Tabellen von Embden und Wasser- 
meyer entnommen sind, so findet man Diskrepanzen, die besonders 
merkwiirdig sind, weil sie Mittelwerte aus groBen Tierzahlen betreffen. 
Die Mittelwerte liegen —- immer ohne die Wassermeyerschen —- zwischen 
0,58 und 2,7 mg-°,, NH,: die Wassermeyerschen gehen bis 6,3 mg-°,,. 
Man gewinnt den Eindruck, daB die Werte fiir den Ammoniakgehalt 
in den Froschmuskeln ganzlich unreproduzierbar sind, daB auf diese 
Reproduzierbarkeit von den Autoren kein Wert gelegt wird und dab 
die Werte mit einem bedeutenden Faktor behaftet sind, der mit der 
Individualitaét der betreffenden Analytiker zusammenhangt. Die 
Arbeiten von Embden, Riebeling und Selter, von Embden und Wasser- 
meyer, sowie von Embden, Carstensen und Schumacher sind zu gleicher 
Zeit publiziert, und ihre Ergebnisse werden anscheinend als gleich- 
berechtigt mitgeteilt. Indessen stehen diese Ergebnisse in Gegen- 
satz zueinander: Ammoniakwerte von 4 bis 13 mg-°,, Ammoniak 
in frischen Muskeln, wie sie Embden und Wassermeyer im Mai_ bei 
Eskulenten finden, kommen in keiner anderen dieser Arbeiten vor. 
Embden, Ribeling und Selter geben Zahlen an, aus denen sich fiir Januar 
1927 aus 30 Versuchen ein Mittelwert von 1,25 +— 0,25 mg-°, Ammoniak 
ergibt; der Fehler des Mittelwertes betrigt hier 0,015 mg-”,,, und nach 
rechnerischer Wahrscheinlichkeit und zufalligen Fehlern und Schwan- 
kungen miiBte bei Wiederholung der Reihe der Mittelwert innerhalb 
der Grenzen 1,25 + 0,13 liegen. Wir finden aber in der Arbeit von 
Embden, Carstensen und Schumacher eine Reihe von Zahlen fiir Januar 
1928, mit 18 Bestimmungen an 114 Fréschen, die den Mittelwert 
0,58 + 0,17 mg-°, ergibt. Ahnlich steht es mit den Novemberwerten, 
die sich aus der Arbeit von Embden, Carstensen und Schumacher zu 
2,7 —. 0,65 mg-°, ergeben (fiir 24 Versuche an 57 Fréschen), und fiir eine 
Reproduktion die Grenzen von 2,7 + 0,4 voraussehen lassen, aber in 
der spiteren Arbeit von Margarete Lehnhartz finden wir fiir November 
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und 22 Bestimmungen an 130 Tieren’ einen Mittelwert von 
1,18 + 0,27 mg-°,. 


Diese groBe Streuung und Unreproduzierbarkeit der Werte, die 
in den Arbeiten von Embden und seinen Mitarbeitern mitgeteilt sind, 
steht in besonders schwer zu deutendem Widerspruch mit dem Anspruch, 
Bestimmungen an symmetrischen Muskeln mit einer Ubereinstimmung 
bis zur zweiten Dezimale der Milligrammprozente fiir das Paar von 
Einzelbestimmungen ausfiihren zu kénnen. Fiir die Diskussion der 
méglichen Griinde dieser Widerspriiche fehlen uns Grundlagen. 
und wir miissen uns darauf beschranken, die Widerspriiche sowohl 
zwischen diesen Werten untereinander als auch zwischen ihnen und 
den in unserem Laboratorium ermittelten mit Nachdruck festzustellen: 
im iibrigen entziehen sich sowohl die oben erwahnten Ubereinstimmungen 
als die Widerspriiche unserem Verstandnis. 


Gewisse Schliisse ergeben sich indessen zwingend. Unsere Werte 
erweisen sich als reproduzierbar, innerhalb verniinftiger Grenzen 
konstant, und sind sicher nicht zu niedrig: denn vor der Gefahr, nicht 
alles Ammoniak abdestilliert zu haben, schiitzt in unserer Routine 
die stets angewandte Kontrolle. Da im Muskel traumatische Ammoniak- 
bildung stattfinden kann, miissen wir, sofern Verlust von Ammoniak 
vermieden ist, den Ruhewerten um so gréBeres Vertrauen schenken, 
je niedriger sie sind: hat man in einer Reihe von Bestimmungen 
Werte ermittelt, welche den Mittelwert von 0,6 mg-°., ergeben, so wird 
man von Versuchen, bei welchen ein Mittelwert von 1 mg-°,, gefunden 
wird, vermuten, daB entweder die Muskeln ermiidet waren, oder daB 
die Verarbeitung traumatische Ammoniakbildung hervorgerufen hat. 
Unsere Werte sind, wie gesagt, nicht zu niedrig, denn alle Fehlerquellen 
wirken dahin, héhere Werte zu erhalten als die ,,;wahren’. Der Durch- 
schnitt unserer Werte entspricht in Ammoniak ausgedriickt 
0,85 mg-°,, NH;. Die von Embden publizierten Werte liegen von 
den Januarwerten von Embden, Carstensen, Schumacher abgesehen 
um 50 bis 600°, héher, im Durchschnitt ist der Ammoniakgehalt 
fast dreimal héher als wir ihn finden. Der Mittelwert aus den hier in 
Tabelle III zusammengestellten Embdenschen Mittelwerten _ ist 
2,4 mg-°(, NH, der aus unseren Werten der Tabelle I] 0,85 mg-",, N Hg. 
Der erstere ist ein Wert, den wir nur schwer ermiideten Muskeln zu- 
schreiben kénnen, oder solchen, die durch nicht geniigend schonende 
Verarbeitung zur traumatischen Ammoniakbildung — veranlabt 
worden sind. 


Der ,,wahre“ Wert diirfte indessen tiefer liegen: die Haufung der 
Endwerte zwischen 0,5 und 0,7 mg-°,, NH,-N und zwar gegen 0,5 
und 0,6 mg-°,, spricht dafiir (vgl. Abb. 3). Durch einzelne héhere 
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oder viel héhere Werte wird der Durchschnitt héher als der haufigste 
Wert. 

Wir haben die Frage des Ammoniakgehalts im frischen Froschmuskel 
besonders ausfiihrlich besprochen. Man mag dazu bemerken, daB die 
Frage des absoluten Gehaltes physiologisch wenig interessant ist: dab 
es vor allem auf die Fragen der Ammoniakbildung und des Ammoniak- 
schwundes ankommt. Dies ist eben der Grund fiir eine méglichst 
sorgsame Behandlung der Ammoniakbestimmung und Ermittlung 
des Ammoniakgehaltes: denn wenn die Werte fiir den Ammoniak- 
gehalt mehr oder weniger fehlerhaft sind, so kann die aus ihren Schwan- 
kungen erschlossene Ammoniakbildung oder Ammoniakschwund_illu- 
sorisch sein. 


Die Ammoniakbildung im tdtigen Froschmuskel. 


Die Ammoniakbildung im isolierten Muskel wird festgestellt durch 
Differenzbestimmungen zwischen dem Ammoniakgehalt eines Muskels, 
der gearbeitet hat, und eines méglichst ahnlichen, woméglich symme- 
trischen Muskels des gleichen Tieres, der die Arbeit, welche wir dem 
anderen Muskel aufgezwungen haben, nicht geleistet hat. Die 
Ammoniakbildung wird also aus zwei Bestimmungen abgeleitet, von 
welchen jede ihren Fehler hat: und es ergibt sich die Frage, in 
welcher Weise diese Fehler das Resultat beeinflussen. 

Wir finden im ,,Ostwald-Luther-Drucker*‘) dariiber folgende Be- 
trachtung, die wir (unter Vereinfachung der Formeln, die den all- 
gemeinen Fall auf den hier betrachteten zuriickfiihrt) hier wiedergeben : 

Sehr haufig ist das Resultat proportional der Summe oder der 
Differenz von zwei Einzelresultaten 


r=-a--b. 
Der EinfluB der zufdlligen Fehler auf r ergibt sich aus der Wahrschein- 
lichkeitsrechnung zu 

dr = \(da) + (db). 

Wenn r klein ist, kann unter Umstanden dr gleich oder gréBer als r 
selbst sein. Insbesondere wenn 

r-a-—b 
ist, kann dieser Fall leicht eintreten. Auch der relative Fehler des 
Resultats kann die relativen Fehler der Einzelmessungen um ein Viel- 


faches iiberschreiten und wird um so gréBer sein, je kleiner (a — 6) 
ist. Man wird in solchen Fillen berechtigte Zweifel haben an der Tat- 


1 Ostwald-Luther, Physiko-chemische Messungen IV. Aufl., 1925, 8. 21, 
herausgegeben von Drucker. 
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sdchlichkeit der erhaltenen Zahl und an ihrem Vorzeichen'. Derartige 
,.Differenzmethoden‘ erfordern daher stets besonders scharfe Be- 
stimmung von a und 6, eventuell durch mehrfache Wiederholung, 
oder durch Wahl einer empfindlicheren Methode. Nur wenn r drei 
bis viermal gréBer ist als der wahrscheinliche? Fehler dr, kann mit hin- 
reichender Sicherheit angenommen werden, daB r tatsachlich von Null 
verschieden ist. Dieser Wert von 3dr oder 4dr ist daher die ,,Unter- 
schiedsschwelle** der Differenzmethode.* 

Der aus physikalisch-chemischen Bestimmungen gelaufige Fall, 
in dem man (wie z. B. bei kryoskopischen oder ebullioskopischen 
Messungen) eine Differenz genauer miBt als die absoluten Werte selber, 
hat zu dem betrachteten Falle keine Analogie, denn dort wird die Messung 
an demselben Praiparat, in demselben Apparat und zu unmittelbar 
nacheinanderfolgenden Zeiten wiederholt. 

Hat man entsprechend eine GréBe in zwei Versuchsserien bestimmt, 
von welchen die eine den Mittelwert N und den mittleren Fehler des 
Mittelwertes dN hat, die andere den Mittelwert M mit dem mittleren 
Fehler des Mittelwertes dM, so kann man nur dann behaupten, daB 
eine Differenz zwischen M und JN tatsachlich von Null verschieden 
ist, wenn die Differenz .V — N mindestens dreimal gréBer ist als der 
mittlere Fehler der Differenz*, namlich ) (dM)? + (dN)?. 

Diese Prinzipien sind klassisch: aber es kann nicht geleugnet 
werden, da in der biochemischen Forschung dariiber ,,noch gegen- 
wiartig so weitschichtige und tiefgreifende Unkenntnis herrscht, dab 
es erforderlich wird, mit allem Nachdruck und mit allen zu Gebote 
stehenden Mitteln ihre Abstellung zu bewirken“*. Es wird wenige 
unter uns geben, die nicht gegen die Logik der Fehlerrechnung ge- 
siindigt hatten: aber oft hat uns, auch ohne Anlehnung an exakte 
Prinzipien, ein gesunder Skeptizismus vor schweren Irrtiimern geschiitzt, 
der uns veranlaBte, in Erkenntnis der bedingten Werte unserer Zahlen- 
werte nur wirklich groBe ,,Ausschlige** bei gut tbereinstimmender 
Kontrolle als reell anzusehen. Hier soll nun das vorliegende Versuchs- 
material tiber Ammoniakbildung im tatigen Muskel unter Anwendung 
strengerer Kriterien betrachtet werden. 

In unseren Versuchen wiederholen wir die Messung des Ammoniak- 
gehaltes in einem Versuch nicht ; untersuchen wir die Ammoniakbildung, 
so kénnen wir nur eine Bestimmung in dem Muskel ausfiihren, der nicht 


* Von uns gesperrt. 
2 Der wahrscheinliche Fehler des Einzelresultats — von dem hier die 
Rede ist — betragt zwei Drittel des mittleren Fehlers des Einzelresultats. 
3 Siehe auch bei Burn, Methods of biol. Assay 1928, 8. 121. 
4 Ettisch, Ronas Praktikum d. physiol. Chem. 2, 694, 1929. 
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gearbeitet hat, die andere in dem symmetrischen, der gearbeitet hat, 
und den Ammoniakgehalt in beiden vergleichen: die Differenz wird als 
Ammoniakbildung angesehen!. Dies geschieht unter der Voraussetzung, 
daB der Ammoniakgehalt in beiden Muskeln urspriinglich, d.h. zu 
Beginn des Versuchs, gleich war. Ist diese Voraussetzung berechtigt, 
und innerhalb welcher Grenzen? 


Embden und seine Mitarbeiter behaupten, wie schon erwahnt. 
daB es méglich sei, sich durch Kauf oder Fang solche Froschgruppen 
zu sichern, in welchen die Ubereinstimmung im Ammoniakgehalt 
symmetrischer Gastrocnemien bis auf die zweite Dezimale der Milli- 
grammprozente besteht, wihrend sie in anderen Gruppen eine solche 
Ubereinstimmung durchaus vermissen. Entweder Ubereinstimmung 
oder Verschiedenheit des Ammoniakgehaltes ist nach Embden in Frosch- 
fangen oder Sendungen sozusagen endemisch. Nach allen unseren 
Erfahrungen dagegen bezieht sich auf die symmetrischen Muskeln gleicher 
Frésche genau dasselbe, was iiber den Ammoniakgehalt in Muskeln 
gleichartig gehaltener, gesunder, ruhender Frésche gesagt worden ist. 
Der Ammoniakgehalt in symmetrischen Muskeln des gleichen Frosches 
kann sehr ahnlich sein, oder aber innerhalb derselben Grenzen ver- 
schieden sein, wie in Muskeln zweier Frésche. Und wir kennen bis jetzt 
kein Mittel, um den Ammoniakgehalt zweier symmetrischer Muskeln 
genau tibereinstimmend zu machen, oder zu erkennen, ob bei einem 
bestimmten Tiere beide Muskeln tibereinstimmenden oder verschiedenen 
Ammoniakgehalt zeigen werden. Nur wenn der Ammoniakgehalt 
nach einem experimentellen Eingriff bedeutend héher gefunden wird 
als die oberen Grenzen der Variationsbreite in ruhenden Muskeln, 
kann von der Feststellung einer Ammoniakbildung die Rede sein. 
Findet man aber nach Reizung, Verletzung, Vergiftung usw. einen 
Ammoniakgehalt, der innerhalb der Variationsbreite der Ruhewerte 
liegt, so ist ein solcher SchluB unberechtigt und ein exakterer SchluB 
wird immer nur auf Grund des Vergleichs von Mittelwerten, unter 
Beriicksichtigung ihrer mittleren Fehler, gezogen werden k6nnen. 


Die Werte, welche z. B. Parnas und Mozolowski als Belege fiir die 
Ammoniakbildung im tatigen Muskel veréffentlicht haben?, entsprechen 
diesen Anforderungen. Die einen Muskeln sind durch Strychninkrampfe 
oder durch Tetani erschépft worden, die Kontrollen bilden drei Gastro- 
enemien. Der Mittelwert fiir die Kontrollen betrigt 0,79 + 0,1 mg-%, 


1 Eine andere Methode, bei welcher das aus dem Muskel ent weichende 
Ammoniak bestimmt wird, ist von Lee und Tashiro angewandt worden. 
(Chem. Journ. of Physiol. 61, 244, 1922.) Es wurde dabei nicht die 
Ammoniakbildung erfaBt, sondern nur die Ammoniakabgabe. 

2 Diese Zeitschr. 184, 435, 1927. 
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Ammoniak-N. Fir die ermiideten Muskeln ergibt sich analog 
2,6 — 0,3 mg-%. Die Differenz fiir den Ammoniakgehalt der frischen 
und der ermiideten Muskeln der Mittelwerte ist hier fast 14mal gréBer 
als der mittlere Fehler der Differenz: sie ist folglich reell. 

Ahnlich verhalt es sich mit den Ergebnissen, welche von Parnas, 
Mozolowski und Lewinski (1927)! publiziert worden sind, und die sich 
auf die Ammoniakbildung in Muskeln beziehen, welche 220 bis 
550 Zuckungen ausgefiihrt haben. Nehmen wir diese Versuche als 
Ganzes, so ergibt sich als Mittelwert fiir neun Ruhewerte 1,2 mg-°,,’. 
mit dem mittleren Fehler des Mittelwertes 0,36, fiir die gereizten Muskeln 
3,4 — 0,6 mg-°%,%. Die Differenz der Mittelwerte ist hier achtmal 
groBer als ihr mittlerer Fehler. 

Betrachten wir jetzt die Ergebnisse des Frankfurter Instituts, 
so finden wir in der Arbeit von Embden, Riebeling und Selter (1928) in der 
Tabelle III, welche die Zunahme des Ammoniaks in lange —- anscheinend 
noch lange nach Erschépfung —- gereizten Muskeln darstellt, Zahlen, aus 
welchen eine solche Zunahme ganz unzweideutig hervorgeht. Die 
Zunahmen betragen hunderte von Prozenten des Ammoniakgehaltes 
im ungereizten Muskel, und bildet man die Mittelwerte, so ergibt sich 
fiir die ungereizten Muskeln 1,03 +. 0,84 mg-°,, fiir die gereizten 
4,08 + 1,65 mg-°,. Der mittlere Fehler des Mittelwertes ist hier fiir 
die ungereizten 0,23, fiir die gereizten Muskeln 0,46 mg-°),. Die Differenz 
der Mittelwerte ist hier sechsmal gr6éBer als ihr mittlerer Fehler. Trotz- 
dem die Zahlen dieser Tabelle untereinander sehr abweichen, ergibt 
sich aus ihnen zweifellos eine Zunahme des Ammoniakgehaltes nach 
ermiudender Reizung. 

Aber schon die nachste Tabelle aus derselben Arbeit, die zeigen 
soll, daB ,,nicht nur bei ermiidender, sondern auch bei kurzdauernder 
Reizung in der iiberwiegenden Mehrzahl der Fille sich Ammoniak- 
abspaltung nachweisen la8t, wenn man auf der Héhe eines kurzen Tetanus 
den einen Muskel in fliissige Luft versenkt, wihrend der andere in un- 
gereiztem Zustand fixiert wird", zeigt, wie tauschend es ist, Schliisse 
aus der Mehrzahl der Faille zu ziehen. Die Mittelwerte 1,42 — 0,68 
fiir die ungereizten und 1,88 — 0,67 mg-°,, fiir die gereizten tiberlagern 
sich, und die Differenz verhalt sich zum mittleren Fehler der Differenz 
wie 0,46: 0,3, ist also nicht als reell anzusehen. 


1 Parnas, Mozotowski u. Lewinski, Klin. Wochenschr. 6, 1710, 1927. 

2 Der verhaltnismaBig hohe Ruhewert bezieht sich hier nicht auf eine n 
sofort nach dem Tod des Tieres entnommenen und verarbeiteten Muskei, 
sondern auf ein Nervmuskelpraparat, das erst in Stunden nach Anfertigung 
verarbeitet worden ist. 

3 Der Mittelwert bezieht sich auf durch 220 bis 550 Zuckungen er- 
miidete Muskeln, daher die groBe Streuung. 
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Wir schlieBen daraus, da die Ammoniakbildung, welche bei 
Embden, Riebeling und Selter kurzdauernden tetanischen Reizungen 
entsprechen kénnte, innerhalb der Fehlergrenzen ihrer Bestimmungs- 
methode und Experimentierkunst liegt, und infolgedessen nicht nach- 
weisbar ist. Genau dasselbe ergibt sich auch bei der Betrachtung 
aller anderen Ammoniakabspaltungsversuche, die wir in der zu 
Ende 1928 publizierten Serie von Frankfurter Arbeiten finden: 
und wir méchten bemerken, daB sich dieser SchluB durchaus mit unseren 
Erfahrungen deckt. Wir heben dies besonders hervor, und werden 
der Betrachtung dieser Fragen noch mehr Raum widmen, weil wir der 
Ansicht sind, und dies beweisen méchten, daB auch alle von Embden 
und seinen Mitarbeitern beschriebenen Reversions-Phinomene inner- 
halb der Fehlergrenzen — oder genauer, der Variationsbreite ihrer 
Ruhewerte — spielen. 


Wir stellen alle diese Ammoniakabspaltungsversuche tabellarisch 
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Embden, Carstensen und 
Schumacher, Tabelle VI 
WE WO. kc ikcev e's wie fit Oe). O28 1,91+0,76 0,212 0,72 


Embden und Wassermeyer, 
Tabelle IIT (Mai), 109 Zuk- 
kungen .... 6,32+4,21 1,25 10,5 +93 2,7 1,4 


Dieselben, Tabelle HT . . . 5,59+3,08) 0,95 6,58 + 2,8 0,89 0,76 


Embden, Carstensen und 
Schumacher, Tabelle VIII. 
100 Zuckungen ia 50 Sek. ,1,02+0,45 > 0,13 1,58+0,58 017 2,7 


M. Lehnhartz,100 Zuckungen 
in 100Sek. (November) . 1,24+ 0,24! 0,092 1,67+0,31, 0,12 2,85 


Diejenigen Versuchsreihen, aus welchen fiir die Autoren keine 
Ammoniakabspaltung hervorgeht, sind hier nicht in Betracht gezogen 
worden. 


Wir werden auf diese Frage noch im Zusammenhang mit der Ab- 
hangigkeit der Ammoniakbildung von der Zuckungsfrequenz zuriick- 
kommen. Aus dem bisherigen ergibt sich soviel, daB — in Uberein- 
stimmung der tatsichlichen Ergebnisse aus dem Frankfurter und dem 
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Lemberger Laboratorium —- ermiidende oder — genauer — linger 
wahrende Tatigkeit eine Anhiufung von Ammoniak im Muskel zur 
Folge hat; daB dagegen das bis jetzt vorliegende Material allein 
keinen SchluB auf Variationen des Ammoniakgehaltes infolge von 
einer wenige Sekunden dauernden tetanischen Reizung oder bis 
100 Einzelzuckungen gestatten wiirde, die indessen aus dem Verhalten 
bei langerer Reizung erschlossen werden kénnen. 


Die Reversion der Ammoniakanhdufung im Muskel. 


Embden, Riebeling und Selter haben untersucht, ob wihrend einer 
an kurzen Tetanus sich anschlieBenden kurzen Erholung des Muskels 
ein Wiedersinken des Ammoniaks erfolgt. Sie untersuchten diese 
Frage, indem sie zwei symmetrische Muskeln durch denselben Strom 
reizten, den einen auf der Héhe eines Tetanus von weniger als | Sekunde 
unter Unterbrechung des Reizstromes in fliissige Luft tauchten, den 
anderen 10 oder 60 Sekunden spiter. In allen Versuchen wurde 
nach Erholung weniger Ammoniak gefunden, als auf der Héhe des 
Tetanus. Die Versuche wurden im Januar 1927 ausgefiihrt. Der 
Mittelwert fiir den Ammoniakgehalt der gereizten Muskeln ist 1,8 0,44, 
fiir die erholten 1,26 -+- 0,46. Die mittleren Fehler der Mittelwerte 
ergeben sich zu 0,19 und zu 0,20, der mittlere Fehler der Differenz, 
die 0,54 betragt, zu 0,28. Es ist hier auf einen Ammoniakschwund 
ebensowenig zu schlieBen, wie aus den Versuchen in derselben Arbeit 
(Tabelle IV) auf eine Ammoniakbildung infolge eines kurzen Tetanus. 
Aber dieser letztere Effekt kann durch Interpolation erschlossen werden, 
denn eine langere Reizung ergibt sichere Ammoniakbildung und die an 
sich nicht beweisenden Zahlen der Versuche in Tabelle IV von Embden, 
Riebeling und Selter stiitzen diesen SchluB. In bezug auf den Ammoniak- 
schwund wird aber etwas ganz Neues aus Zahlen geschlossen, die es 
nicht beweisen. 

Embden, Riebeling und Selter konnten diese Resultate an anderen 
Froschsendungen nicht wieder erhalten. Die Versuche wurden dann 
im Juni 1927 von Embden, Carstensen und Schumacher wieder auf- 
genommen. Die ersten Versuche ergaben ganz gewaltige Ammoniak- 
abnahmen wahrend einer minutenlangen Erholung nach ganz kurzem 
Tetanus: in einzelnen Versuchen scheint das Ammoniak fast vollstandig 
aus dem Muskel verschwunden zu sein (Versuche 3 und 8). Die spiteren 
Versuche dieser Reihe ergeben meist bescheidenere oder gar keine 
Effekte. 

Zu gleicher Zeit haben wir — mit Mozolowski und Lewinski — die 
in der vorlaufigen Publikation von Embden im April 1927 angekiindigten 
Erscheinungen des Ammoniakschwundes zu reproduzieren versucht, 
aber wir kennten in den Sommermonaten 1927 keine Andeutung davon 


Biochemische Zeitschrift Band 228. %6 
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beobachten. Die nach Erholung durch fliissige Luft fixierten Muskeln 
enthielten entweder etwas mehr oder etwas weniger als die auf der 
Héhe des Tetanus gefrorenen, genau wie dics bei zwei gleichen un- 
gereizten oder schwach gereizten Muskeln der Fall ist. Dieselbe Er- 
fahrung machte Nachmansohn in Meyerho{s Laboratorium!. Die Frage 
war Gegenstand einer Diskussion wahrend der Tagung der Deutschen 
Physiologischen Gesellschaft in Frankfurt, Oktober 1927, die zu keiner 
Klarung oder Milderung der bestehenden Gegensatze fihrte. 

Im Januar 1928 konnte Herr Mozolowski von unserem Institut 
auf freundliche Einladung von Herrn Professor Embden im Frankfurter 
Institut den Reversionsversuchen von Embden, Carstensen und Schu- 
macher beiwohnen und in alle ihre Einzelheiten Einblick gewinnen. 
Sie verliefen indessen negativ, es ergab sich in ihnen kein deutlicher 
Ammoniakschwund wahrend der Erholung: in scheinbarem Gegensatz 
zu den Resultaten, die Embden, Riebeling und Selter ein Jahr friiher 
im Januar erhalten haben. Dieses Versagen wurde folgenderma3en 
erklart: die Muskeln sind im Winter dermafBen stark auf Synthese 
eingestellt, daB die kurze tetanische Reizung keine Ammoniak- 
abspaltung bewirken kann und deshalb auch keine Reversion folgen 
kénne. Diese Voraussetzung schien durch direkte Versuche erhartet, 
aus welchen hervorging, dab ,,weder ganz kurze (weniger als 1 Sekunde), 
noch eine 3 Sekunden andauernde tetanische Reizung zu einer erkenn- 
baren Ammoniakabspaltung” fiihrt. Auch dieses Ergebnis steht in 
Widerspruch zu dem ein Jahr friiher von Embden, Riebeling und Selter 
erhobenen (Tabelle IV, Reizdauer 2 bis 3 oder weniger als 1 Sekunde) 
und zugleich mit der Arbeit von Embden, Carstensen und Schumacher 
publizierten Befunden*®. Reize von lingerer Dauer durften aber — nach 
Embden — nicht angewandt werden, weil sie die Fahigkeit des Muskels 
zur ,,Resynthese‘’ der Ammoniakmuttersubstanz schidigen oder ver- 
nichten. 

Die Versuche von Embden, Carstensen und Schumacher wurden 
fortgesetzt: die Autoren scheinen erst gegen Ende des Monats Mai 


1 Diese Zeitschr. 196, 73, 1928. 

2 Diese Unstimmigkeit wird von den Autoren damit erklirt, daB die 
im Januar 1927 verwendeten Frésche 14 bis 27 Tage gefangen gewesen sind 
und dadurch ihre Fahigkeit zur Resynthese verloren haben. Im Januar 
1928 taten 13 Tage Gefangenschaft diesen Effekt nicht. 

Es ist nicht ganz klar, was es bedeutet, wenn fiir die Wintermonate 
von laingerer oder kiirzerer Gefangenschaftsdauer gesprochen wird. Wenn 
im Winter Frésche vom Froschhandler bezogen werden, so handelt es sich 
in der Regel um im Oktober-November gefangens Tiere. Es ist mir nicht 
bekannt, in welcher Weise man sich im Januar oder Februar Frésche direkt 
aus dor Freiheit verschaffen kénnte, denn sie sind in dieser Zeit im Schlamm 
der Wasser vergraben. 
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in ihrem Sinne giiltige, deutliche Ammoniakabspaltungen durch kurze 
Reize und auch Reversionen erhalten zu haben. Tm Juni 1928 gelangen 
die Versuche, im Sinne der Autoren, regelmaBig. Dies wird von ihnen 
als Beweis angesehen, daB der Ammoniakgehalt des ermiideten Muskels 
wahrend der Erholung zuriickgeht. Es ist sicher richtig, und geht auch 
aus der noch nicht publizierten Untersuchung von Lewinski hervor, 
daB die gleiche Arbeit im Januar geringere Ammoniakbildung  be- 
dingt als im Sommer und Herbst. Diese These erkennen wir voll 
kommen an. Allerdings liegen die Zunahmen des Ammoniakgehaltes, 
die nach 100 Zuckungen oder sehr kurzen Tetani gefunden werden, 
nicht nur im Winter, sondern auch in anderen Jahreszeiten inner- 
halb der Fehlergrenzen, wie oben (und weiter unten) gezeigt wird. 
Was aber die Reversion betrifft, so gibt die Gesamtheit der Zahlen 
von Embden, Carstensen und Schumacher folgendes Bild: die gereizten 
Muskeln enthalten 2,34 — 0,38 mg-°,, NH,-N, die erholten 1,58 
0,32 mg-”,,.. Die Differenz ist hier 0,76, der mittlere Fehler der 
Differenz 0,498. Der Quotient 1,5 macht die Differenz zweifelhaft. 

Die Versuche von Embden, Carstensen und Schumacher aus den 
Junimonaten von 1927 und von 1928 bilden indessen zwei besonders 
zu betrachtende Gruppen. Die Versuche von 1927 kénnen nichts be- 
weisen, trotzdem unter ihnen solche mit sehr groBen Ausschligen 
vorkommen. Der Mittelwert fiir gereizte Muskeln ist 2,5— 1,3 mg-",, 
NH,, fiir ,,erholte“ 1,44 1,1 mg-°,. Die mittlere Abweichung der 
Mittelwerte betrigt 0,375 bzw. 0,31 mg-°,, der mittlere Fehler der 
Differenz der Mittelwerte, die 1,0 mg-°,, betragt, ist 0,49. Das Ver- 
haltnis der Differenz zum mittleren Fehler der Differenz betragt nur 2. 
Anders ist es mit der Versuchsreihe von Juni 1928. Hier sind die Mittel- 
werte wie folgt: gereizt 2,14 —- 0,29, erholt 1,72 — 0,28 mg-°,,. Die 
Zahlen dieser Reihe sind einander recht ahnlich, die mittlere Abweichung 
der Mittelwerte ist fiir beide 0,08. Der Quotient aus der Differenz 
der Mittelwerte durch ihren mittleren Fehler ist 0,42:0,11, fast 4, 
also hinreichend groB, um die beiden Mittelwerte als verschieden be- 
trachten zu kénnen. 


Diese Versuchsreihe kénnte also vom fehlertheoretischen Ge- 
sichtspunkt aus —- im Gegensatz zu der ganzen Reihe und der von 1927 
als eine Demonstration des Ammoniakschwundes wihrend der Er- 
holung angesehen werden; indessen stellen sich andere Bedenken ein. 

Es fehlen in den Experimenten von Embden und seinen Mitarbeitern 
Versuche, in welchen an zusammengehérigen Muskeln (eines Tieres) 
gezeigt wird, daB Reizung Ammoniakbildung, Erholung Ammoniak- 
schwund bewirkt: also zusammengehérige Werte fiir ungereizten, 
gereizten und erholten Muskel. Wir miissen also bei der groBen Streuung 
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der Einzelwerte zu Mittelwerten greifen, fiir die hier Einzelwerte in 
groBer Zahl die Grundlage bilden. 


Wenn die Werte aus der Arbeit von Embden, Carstensen und 
Schumacher vereinigt werden, die sich auf ungereizte, gereizte sowie 
nach Reizung erholte Muskeln beziehen, so beziehen sich die Zahlen- 
reihen fiir den Monat Juni auf groBe Gruppen von Individuen (iber 
200 Frésche). Von Mittelwerten aus 200 Individuen in dem gleichen 
Monat und den gleichen Untersuchern kann man Kompensation 
der zufalligen Abweichungen innerhalb sehr enger Grenzen erwarten. 
Bildet man aus den Zahlen von Embden, Carstensen und Schumacher 
Mittelwerte fiir den Monat Juni und ungereizte, gereizte und erholte 
Muskeln, so ergibt sich folgendes Resultat: 

Ungereizte Muskeln (227 Frésche)........ . 2,1 mg-% NH, 
Gereizte Muskeln (250 Frésche) sofort fixiert. . . . 2,1 >. 
Gereizte Muskeln, 1 Minute nach Ende der Reizung 
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Es ist aus diesen Zahlen zu ersehen, daB die kurzen Reize keinen 
EinfluB auf den Ammoniakgehalt gehabt haben; andererseits sehen 
wir, daB der Ammoniakgehalt der erholten Muskeln weit unter dem 
Ammoniakgehalt der ungereizten liegt. Das legt den Gedanken 
nahe, daB diese Versuche mit bedeutenden systematischen, wenn auch 
nicht konstanten Fehlern behaftet sind. Fiir deren Vorhandensein 
spricht auch der hohe Ammoniakgehalt. 


Es ist iibrigens unverstaindlich, warum ein solches grundsiatzliches 
Phainomen nur in wenigen Wochen des Jahres in Erscheinung treten 
sollte, warum z. B. bei Esculenten im Mai nicht dasselbe zu beobachten 
sein sollte wie im Juni. Die Laichzeit der Esculenten fallt auf Ende 
Mai bis Anfang Juni: im Mai sind die Tiere in voller Aktivitat und aus- 
gezeichnetem Ernaihrungszustand. 


Embden, Carstensen und Schumacher sprechen mit Nachdruck 
die Meinung aus, daB nach diesen Ergebnissen kein Zweifel dariiber 
bestehen kann, da®B bei richtiger Wahl der Versuchsbedingungen das 
Wiederverschwinden des bei der Kontraktion abgespaltenen Ammoniaks 
auch am isolierten Muskel fast regelmabig in Erscheinung tritt, und daB 
‘lie von verschiedenen Seiten! bestrittene Reversibilitat der Ammoniak- 
bildung im isolierten Muskel ,,wohl als endgiiltig bewiesen“ angesehen 
werden darf. Auch G. Schmidt meint*, daB nach der soeben besprochenen 
Arbeit an ,,der Umkehrbarkeit der Reaktion kein Zweifel mehr bestehen 
kann“. Wir glauben demgegeniiber, daB die Versuche von Embden, 


1 Parnas u. Mozolowski, Nachmansohn. 
2 Zeitschr. f. physik. Chem. 179, 243, 1928. 
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Riebeling und Selter einerseits, von Embden, Carstensen und Schumacher 
andererseits die These vom Wiederverschwinden des wihrend der 
Kontraktion gebildeten Ammoniaks gar nicht beweisen: wohl kiénnen 
unter ihnen Versuche ausgesucht werden, welche diese These i/lustrieren ; 
das gesamte, in sich sehr widerspruchsvolle Versuchsmaterial kann jedoch, 
ohne Willkiir, die von den Autoren gezogenen, so sehr entschiedenen 
Schliisse nicht rechtfertigen. 


Ist die GréBe der Ammoniakbildung bei gleicher Arbeitsleistung von der 
Frequenz der Zuckungen abhdngig ? 


In der Uberzeugung, daB das waihrend der Kontraktion gebildete 
Ammoniak sofort nach der Kontraktion wieder verschwindet, haben 
Embden, Carstensen und Schumacher gefolgert, daB diese ,,Reversion“ 
eine Abhangigkeit der Ammoniakanhaufung im Muskel von der Inten- 
sitat, nicht von der Gesamtarbeitsleistung bedingen miiBte. Ist das 
Intervall zwischen den Zuckungen entsprechend groB, so kann das 
wihrend der Kontraktion gebildete Ammoniak in der Pause wieder 
verschwinden, und es kommt zu keiner Anhaufung; ist die Pause zu 
kurz, so hauft sich Ammoniak im Gewebe an. 


Diese Uberlegung fiihrte zu Versuchsserien, in welchen Frosch- 
muskeln je 100 Zuckungen ausfiihrten, und zwar in 50, 100 bis 200 Se- 
kunden; in einer spiteren Arbeit von M. Lehnhartz wurde dieselbe 
Zuckungszahl innerhalb 100 und 400 Sekunden variiert. Die Autoren 
finden nun, daB die gleiche Anzahl! von Zuckungen in verschiedenen 
Zeiten auch dem Vorzeichen nach sehr verschiedene Effekte hervor 
bringen kann, wobei auch die absolute Zahl der Zuckungen eine Rolle 
spielt. 

Das Bild, das sich aus den Versuchen von Embden, Carstensen 
und Schumacher ergibt, ist widerspruchsvoll. Im Februar bewirken 
100 Reize in 100 Sekunden bei Temporarien (Versuch 110, 112) ,,nur 
ganz geringfiigige’ Ammoniakbildung. 200 Reize in 100 Sekunden 
oder 100 Reize in 50 Sekunden ergeben starke Vermehrung des Am- 
moniaks, aber 50 Reize in 25 Sekunden haben eine ,,weit auBerhalb 
der Fehlergrenzen“ gelegene Verminderung des Ammoniakgehaltes 
zur Folge. Eine solche, aber nur ,,wenig auBerhalb der Fehlergrenzen‘‘ 
gelegene Verminderung kann auch durch 400 Reize in 400 Sekunden 
erreicht werden. 


Im Marz bewirken 200 Reize in 200 Sekunden einmal gar keine, 
ein anderes Mal starke Ammoniakabspaltung (Versuch 125 und 128). 
200 Reize in 100 Sekunden ergeben starke Vermehrung des Ammoniaks, 
wahrend 100 in 50 Sekunden wirkungslos sind. Dafiir aber verursachen 
100 Zuckungen in 100 Sekunden eine ,,auBerhalb der Fehlergrenze 
















396 J. K. Parnas, W. Lewinski, J. Jaworska u. B. Umschweif: 


gelegene Ammoniakbildung**. 50 Zuckungen in 50 Sekunden sind wieder 
wirkungslos, aber 50 in 25 Sekunden bewirken im Marz keine Ver- 
minderung, sondern ,,eine ganz erhebliche Ammoniakabspaltung". 
Im Juni bewirken dann 100 Zuckungen in 200 Sekunden keine, in 
50 Sekunden starke Ammoniakabspaltung. 

Eine Berechnung der Fehlergrenzen dieser so sehr diskrepanten 
Zahlen, wo fiir die meisten Versuchsanordnungen nur ein oder zwei 
Versuche vorliegen, eriibrigt sich. Es ist klar, daB sie wenig beweisen. 

Die Arbeit von Margarete Lehnhartz, die sich mit demselben Problem 
beschaftigt, enthalt dafiir Zahlenreihen, die wir verwerten kénnen. 
Wir finden darin zehn Versuche, in welchen die symmetrischen Gastro- 
cnemien hundertmal in 400 Sekunden gezuckt haben, und sieben Versuche, 
wo dieselbe Zuckungszahl in 100 Sekunden stattgefunden hat. Der 
Mittelwert fiir den Ammoniakgehalt nach 100 Zuckungen in 400 Sekunden 
betragt 1,37 + 0,17 mg-°,, der Mittelwert fiir die symmetrischen 
Muskeln vor der Reizung 1,26 — 0,23 mg-°,,. Diese Mittelwerte be- 


Tabelle VI. 





| —— pe pond 

, wot —_ a rehait nac shalt vo 

Datum seein tn ek. "lentes fer Reizung aer Reizung 
| mg-°/o mg-°|o 

kg X em NHg-N N H,-N 
18. XI. 0,68 100 190 12,9 0,66 0,66 
19. XI. 0,58 109 190 30 0.51 0.47 
19. XI. 0,68 100 109 24 0,87 0,79 
19. XI. 0,59 100 190 24 0,73 0.66 
20. XI. 0,70 109 190 33 0.62 0,59 
20. XI. 0,71 109 400 29 0,73 0,66 
38.XII 0.97 190 400 38 0,76 0,62 
29. XI. 0,74 100 400 35 0,80 0.69 
22. XI. | 1,20 100 400 69 0,75 0,50 
26. XI. 0,88 190 400 61 0,97 0.59 
29. XI. | 0,71 100 409 33 0,55 0,54 
25. XI. | 1,13 105 400 8) 1,5 1,1 
29. XI. 0,86 100 490 15 0,59 0,60 
1,16 100 4.00 59 0,97 0,71 
21. XI. 0,60 112 50 43 1,03 0,99 
a a 0,68 109 59 42 1,67 1,84 
23. XI. 0,97 110 50 48 1,36 0.82 
25. XI. 0,94 117 52 j 43 0,83 0,62 
27. XI. || 1,13 100 50 45 088 0.66 
28. XI. 0,95 120 6) 44 0.76 0,53 
28. XI. 0,75 100 50 46 0,56 0,56 
30. XI. 0,97 100 | 5) 68 1,42 0,36 
2.XIl. 0,91 100 50 45 1,24 0,70 
3X1 | 068; 10 | 50 | 40 11 0.73 
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ziehen sich auf 72 Frésche. Dies sind offenbar gleiche Werte. Fiir die 
Muskeln, die hundertmal in 100 Sekunden gezuckt haben, sind die 
Mittelwerte (aus 49 Tieren) 1,24 + 0,24 vor, 1,67 — 0,31 mg-",, NH, 
nach der Tatigkeit : das Verhaltnis der Differenz (0,43) zu ihrem mittleren 
Fehler (0,15) ist nahe 3, aber immer noch unterhalb dieser Zahl. Diese 
Versuchsreihe verdient also, ernst betrachtet zu werden. Es fehlen in 
ihr allerdings Angaben dariiber, wie die Arbeitsleistungen in den be- 
treffenden Versuchen gewesen sind. 


Wir haben deshalb — mit B. Umschweif — diese Frage einer 
experimentellen Nachpriifung unterzogen, indem wir in dahnlicher 
Versuchsanordnung wie M. Lehnhartz die Ammoniakanhiufung nach 
100 Zuckungen in 50, 100 oder 400 Sekunden gemessen haben. Wir 
haben dabei in isometrischer Anordnung die entwickelte Spannung 
bestimmt, und geben fiir jeden Versuch das Produkt (Spannung « Lange) 
in Kilogramm x Zentimeter an. Die Versuche wurden im November 
(wie die von M. Lehnhartz) ausgefiihrt. 


Aus den Zahlen der Tabelle VI gehen folgende Mittelwerte hervor: 


1. Fir 100 Zuckungen in 400 Sekunden (Mittel aus 9 Versuchen: 
Mittlere Spannung « Lange 45 kg/cm. Gereizt 0,84 — 0,28, ungereizt 
0,66 + 0,19 mg-°,, NH,-N. Differenz 0,18; mittlerer Fehler der Diffe- 
renz 0,11. Quotient: 1,6. 

2. Fiir 100 Zuckungen in 100 Sekunden (Mittel aus 5 Versuchen): 
Mittlere (Spannung « Lange) 25kg/em. Gereizt 0,68 — 0,13, ungereizt 
0,60 + 0,13 mg-°,, NH,-N.  Differenz 0,08; mittlerer Fehler der 
Differenz 0,08. Quotient: 1. 


3. Fiir 100 Zuckungen in 50 Sekunden (Mittel aus 10 Versuchen): 
Mittlere Spannung x Lange 46 kg/cm. Gereizt 1,08 — 0,44, ungereizt 
0,78 + 0,24 mg-°., NH,-N. Differenz 0,3; mittlerer Fehler der Differenz 
0,17. Quotient: 1,8. 


Aus diesen Versuchen kann man nun schlieben, dais man, wie wir 
dies schon oben behauptet haben, die Ammoniakbildung nach 
100 Zuckungen nicht messen kann, auch dann. nicht, wenn die Ruhe- 
werte gut iibereinstimmen. Schliisse auf chemisches Geschehen aus 
solechen oder ahnlichen Versuchen kénnen einer kritischen Betrachtung 
nicht standhalten. 


SchluSbetrachtung. 


Wir sind nicht in der Lage, die Biochemie auf exakte Messungen 
allein aufzubauen: die nicht quantitativen Beobachtungen, annahernden 
Schaitzungen haben an ihrem Aufbau heute wie friiher Anteil. Sie werden 
in ihrem Zusammenhang, indem sie sich gegenseitig stiitzen und er- 
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ginzen, von exakteren quantitativen Versuchen verschiedentlich 
gefestigt. 

Die These von dem Wiederverschwinden des waihrend der Kon- 
traktion gebildeten Ammoniaks findet in dem Experimentalmaterial 
keine Stiitze. Ihre Autoren wollen die Erscheinung in dem Gebiet 
geringster Reizungen bei frisch gefangenen Fréschen finden, wo sie 
durch ihre Bestimmungen — auch wenn sie bestehen wiirde — nicht 
festgestellt werden konnte. Da die Versuche, die sie beweisen sollten, 
sich als unzulinglich erweisen, was spricht dann noch fiir die Existenz 
der ,,Reversion“ ? 

Eigentlich spricht alles gegen die These, daB wahrend der Zuckung 
gebildetes Ammoniak nach der Zuckung, in wenigen Sekunden, wieder 
verschwindet. Vor allem das Verhalten des Muskelammoniaks am 
lebenden Tier. Wir haben schon einmal darauf hingewiesen!. Wenn man 
einen lebenden, normalen Frosch reizt, so haben’ die Bewegungen 
eine Ammoniakanhaufung zur Folge, welche nur sehr langsam zuriick- 
geht, und die nach einer halben Stunde meist noch nicht verschwunden 
ist. Aus solchen Ammoniakanhaufungen durch ganz normale, physio- 
logische Bewegungen gehen doch die physiologischen Schwankungen 
des Ammoniaks im Froschmuskel hervor. In welchem MaBe solche 
Schwankungen bestehen kénnen, wenn man Frdésche beliebig heraus- 
greift, zeigen die Zahlen, die aus dem Institut von Embden publiziert 
worden sind, in anschaulichster Weise (Abb. 1). Wie waren diese 
Schwankungen des Ammoniakgehaltes mit dem Bestehen einer Ein- 
richtung in Einklang zu bringen, welche entstehendes Ammoniak 
sofort zum Verschwinden brachte? Es ist doch schwer anzunehmen, 
daB diese Einrichtung im lebenden Tier nur fiir die ersten Zuckungen 
bestehen sollte und dann versagte. 

Auch Folgendes spricht gegen die Annahme des Wieder- 
verschwindens: Wenn man Versuche an isolierten Muskeln macht, 
die vom Nerven aus gereizt, in Ringerlésung getaucht, reichlich mit 
Sauerstoff versorgt, alle 10 oder 20 Sekunden eine Zuckung ausfiihren, 
so findet man das gebildete Ammoniak zum gréBten Teil in dem 
fliissigen Milieu. Wenn menschliche Muskeln arbeiten, so findet man 
im vendsen Blut, das aus diesen Muskeln abflieBt, bedeutend mehr Am- 
moniak als vor der Arbeit!. Sowohl aus dem isolierten wie aus dem 
in situ arbeitenden Muskel entweicht also das Ammoniak. 

Freilich kénnte man sagen, im Muskel entsteht wihrend der Zuckung 
sehr viel mehr Ammoniak, als wir tatsaichlich nachweisen kénnen: ein 
groBer Teil davon wird riickgebildet, und was wir erfassen, ist nur ein 
kleiner Teil, welcher der Riickbildung entgeht. Diese Hypothese hatte 


1 Mozotowski u. Lewinski, diese Zeitschr. 190, 392, 1927. 
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anscheinend mit unseren Bestimmungen nichts zu tun und kénnte 
auf Grund der bisherigen Beobachtungen ebensogut angenommen 
wie abgelehnt werden. Sie ist indessen in bezug auf die Menge der ge- 
bildeten Ammoniakmenge insofern eingeschrankt, als die Muttersubstanz 
des wahrend erholungsloser Zuckungen entstehenden Ammoniaks, 
das Adeninnucleotid, quantitativ nur etwa fiir 7 mg-°,, Ammoniak- 
stickstoff ausreicht und etwa die Halfte dieser Menge durch eine er- 
miidende Zuckungsreihe, ohne Erholung, erschépft werden kann. 


Aber gerade hypothetische Forderungen sind es, die Embden 
und seinen Mitarbeitern die Riickbildung des Ammoniaks besonders 
wertvoll erscheinen lassen. Wir finden in der Arbeit von Embden, 
Carstensen und Schumacher folgende These: ,,Ware der Vorgang der 
Ammoniakabspaltung im isolierten Muskel vollkommen irreversibel, 
so kénnte ihm ... fiir das Zustandekommen der Muskelkontraktion 
iiberhaupt nur eine sekundire Rolle zukommen, wahrend umgekehrt 
der Nachweis der raschen Reversibilitat der Ammoniakbildung sehr 
zugunsten der Anschauung sprechen wiirde, daB die Ammoniakbildung 
ein essentieller Teil des chemischen Gesamtgeschehens bei der Muskel- 
kontraktion ist.“* Deshalb bezeichnen sie es als Aufgabe ihrer Arbeit, 
, den endgiiltigen Nachweis der Reversibilitét der Ammoniakabspaltung 
bei der Tatigkeit isolierter Froschmuskeln zu fihren™. 


Wir verstehen nicht, warum eine irreversible Ammoniakabspaltung 
im chemischen Gesamtgeschehen der Muskelkontraktion eine gering- 
fiigigere Rolle spielen miiBte als eine rasch reversible, und wenn man 
will, kann man mit der einen Vorstellung genau so spekulieren wie 
mit der anderen. Aber wenn man der Ammoniakbildung in einer 
spekulativen Vorstellung tiber den Chemismus der Muskelkontraktion 
unter der Bedingung ihrer Reversibilitét eine bedeutendere Rolle 
zuschreiben wollte, als bei Irreversibilitét, so wire dies kein Grund, 
die Versuche zum ,,Nachweis der Reversibilitat’’ irgendwie nachsichtig 
zu behandeln, sondern gerade im Gegenteil ein Grund, sie besonders 
streng zu priifen. 

Der kritischen Priifung halt dieser Nachweis nicht stand. Es ist 
indessen zu bemerken, dal’ Hmbden und sefne Mitarbeiter alle Ab- 
weichungen, die Streuung ihrer Werte zu ihrer Befriedigung erkliren 
kénnen. Ohne auf die Reproduzierbarkeit der Einzelwerte und der 
Mittelwerte Wert zu legen, geben sie fiir fast jeden Versuch Umstinde 
an, die, unter Zuhilfenahme immer neuer Annahmen, von welchen 
jede eine Priifung verdienen wiirde, fiir den Ausfall dieses Versuchs 
eine Erklirung bieten. Die Einfliisse von Jahr und Monat, auch 
Wochen innerhalb des Monats, Tagesstunde, Wetter, Licht und Dunkel, 
Temperatur der Umgebung, reinem oder schmutzigem Wasser, Reiz- 
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frequenz, Lebhaftigkeit!, Gefangenschaftsdauer, Eigentiimlichkeiten 
von Froschsendungen oder Fangen, sowie individuelle Eigentiimlich- 
keiten werden also angenommen, die in verschiedenen Kombinationen 
zusammenwirkend die Besonderheiten eines jeden Versuchs und die 
mangelnde Reproduzierbarkeit erkliren. Es ist dies nicht die Stelle, 
iiber die Prinzipien der modernen physiologischen Forschung zu 
sprechen, aber ihre Grundlage ist wohl das reproduzierbare Ex- 
periment, die reproduzierbare Zahl, und nicht die modernen tech- 
nischen Hilfsmittel: man kann allerdings auch mit Zuhilfenahme 
von fliissiger Luft und potentiometrischen Titrationen vor-Claude- 
Bernardsche Physiologie treiben. 

Diejenige Ammoniakbildung, die wir experimentell nachweisen 
kénnen, ist nicht riickgingig. Eine Ammoniakbildung in gréBerem 
MaBe, die wahrend der Zuckung aufflammt und zuriickgeht, ist eine 
Annahme, fiir die und gegen die sich ebensoviel sagen la%t. Die 
heute bekannten Mittel sind sowohl zu ihrem Nachweis wie zu ihrer 
Widerlegung unzulanglich, und es miiBten neue experimentelle Hilfs- 
mittel gefunden werden, wie sie fiir die Vorginge der Milchséurebildung 
und der Kreatinphosphorsaurespaltung in derLundsgaard schen Jodessig- 
siurevergiftung gefunden worden sind, um auf diese Vorgange Licht 
zu werfen?. 


1 Die biologischen Faktoren erscheinen in manchen Fallen willkiirlich 
angenommen; so z. B. bei Embden, Carstensen und Schumacher, wo gesagt 
wird, daB bei Temporarien gesteigerte Lebhaftigkeit nicht nur im ver- 
m-hrten Springen, sondern auch in oft asymmetrischen Kriechbewegungen 
und dergleichen sich aéuBert (Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 202, 1927). 
Oder (S. 198, 199) wenn davon die Rede ist, daB8 an Temporarien Versuche 
(im Juni) in friiher Morgenstunde vorgenommen werden mii:ssen (zwischen 
6 und 8 Uhr 30 Minuten), weil dann die Frésche noch nicht den hohen Grad 
von Lebhaftigkeit zeigen, wie zu den spiteren Tagesstunden. Bekanntlich 
ist die Temporaria gewohnt, am Tage zu ruhen, und erst abends ihre Jagd zu 
beginnen (vgl. Brehms Tierleben, 2. Aufl., 7, 579, 1878) und sich in ,,kleinen 
Spriingen“ (vgl. Brehm, 1. c.) fortzubewegen. 

2 Vgl. Parnas, Naturwissenschaften 18, 916, 1930 (Nachtrag wihrend 
der Korrektur). 
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Uber die Ammoniakbildung im Froschherz. I. 


Von 
P. Ostern. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwo6w.) 
(Eingegangen am 22. September 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Untersuchungen von Parnas! und seinen Mitarbeitern haben 
ergeben, daB die Tatigkeit des Muskels stets mit Ammoniakbildung 
verknipft ist. Die Quelle des gebildeten Ammoniaks ist das von 
Embden und Zimmermann? in Kaninchenmuskeln nachgewiesene 
Adeninnucleotid, das zu Inosinsiure abgebaut wird. Auch das Blut- 
ammoniak hat, wie Mozolowski® gezeigt hat, denselben Ursprung. 
Der Nachweis des Adeninnucleotids auch im Herzmuskel (Pohle 4) 
legte die Vermutung nahe, daB bei der Herzarbeit Ammoniak gebildet 
werden kénnte. Diese Vermutung wurde in einer Reihe von Versuchen 
an isolierten, tiberlebenden Froschherzen gepriift. 


Straubsche Herzpraparate von Fréschen waren zu diesen Versuchen 
besonders geeignet, da anzunehmen war, dab es sich nur um geringe 
Ammoniakmengen handeln kénne, die durch Anhaufung wahrend 
langerer Versuchsdauer der Analyse zuganglich gemacht werden konnten. 


In der Tat lieB sich schon bei 6 Stunden dauernden Versuchen 
ein nachweisbarer Ammoniakgehalt feststellen. Die zweite Frage, 


1 Parnas u. Mozolowski, diese Zeitschr. 184, 309, 1927; Klin. Wochen- 
schrift 6, 998, 1927; Parnas, Mozolowski u. Lewinski, diese Zeitschr. 188, 
15, 1927; Klin. Wochenschr. 6, 1710, 1927. 

2 Embden u. Zimmermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 167, 1927. 

3 Mozolowski, diese Zeitschr. 206, 150, 1929. 

4 Pohle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 261, 1929. 
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der nachgegangen wurde, betraf die traumatische Ammoniakbildung. 
Die Versuche zeigten hier andere Verhiltnisse, als sie Parnas und Mit- 
arbeiter in den quergestreiften Muskeln gefunden haben. 


Methodik. 


Es wurden zwei Versuch:reihen durchgettihrt, von denen die erste 
die Untersuchung der Ammoniakbildung wahrend der Tatigkeit des Herzens 
bezweckte, die andere der Feststellung des. Verlaufs der traumatischen 
Ammoniogenese im Herzmuskel diente. 


1. Zu den Versuchen dieser Reihe wurden mittelgroBe und groBe 
Frésche benutzt. Isolierte Herzpriparate wurden nach den Angaben 
von Fiihner' hergestellt, durch mehrfaches Spiilen mit Ringerlésung von 
Flut véllig freigewaschen und sodann mit Ringerlésung bis zur Mitte 
der Kaniile aufgefiillt. Falls die Herztitigkeit nicht geniigend ausgiebig 
war, wurden die Praparate verworfen. Die zu den Versuchen ver- 
wandten Herzpraiparate gaben Ausschlige des Fliissigkeitsspiegels in der 
Kaniile um mindestens 44cm. Solche Praiparate wurden unmittelbar 
iiber das Niveau einer Ringerlésung aufgehangt, so daB wahrend der Durch- 
leitung von Sauerstoff von unten her, auch bei sehr gelindem Strom, das 
Herz mit der Lésung bespritzt und somit stets feucht erhalten wurde. 
Eine gleichmaBig niedrige Temperatur wurde durch einen von Leitungs- 
wasser durchilossenen Kiihlmantel erzielt. Da die Versuche in Sommer- 
monaten (Juni-Juli) ausgefiihrt wurden, war die Wassertemperatur ziemlich 
hoch und schwankte zwischen 14 bis 154%° C. Zu den Versuchen erwiesen 
sich doppelwandige GefiBe mit Sauerstoffzuleitungsrohr, ganz aus Glas 
gefertigt, die von Parnas bei seinen Muskelexperimenten benutzt worden 
waren, besonders geeignet. Nach einer gewissen Dauer des Versuchs wurde 
die Innen- und AuBenfliissigkeit entnommen; falls der Versuch fortgesetzt 
wurde, erneuert, anderenfalls das Priparat mit Ringerlésung einige Male 
gespiilt, die Spiililiissigkeit der gesammelten Ringerlésung zugesetzt und 
nun der Herzmuskel und die Ringerlésung gesondert auf den Gehalt an 
Ammoniak untersucht. Das Herz wurde mit gesattigter Boraxlésung und 
Quarzsand zerrieben und das Ammoniak nach der Methode von Parnas 
und Heller? bestimmt. Nach derselben Methode bestimmte man den 
Ammoniakgehalt der Ringerlésung. 


2. Zu den Versuchen iiber die traumatische Ammoniakbildung wurden 
méglichst schnell einige Herzen (drei bis fiinf) von kleineren und mittel- 
groBen Fréschen priapariert (infolge des geringen Ammoniakgehalts laBt 
sich an einem kleinen Herzen die Bestimmung nicht exakt durchfiihren), 
mit Ringerlésung vom Blut reingewaschen, mit FlieBpapier getrocknet, 
gewogen, und nun schnell mit Quarzsand und Wasser zerrieben. Die breiige 
Fliissigkeit wurde in Reagenzglaser gefiillt, die durch Leitungswasser 
gekiihlt wurden, nach entsprechender Zeit mit Boraxlésung versetzt und 
das Ammoniak nach Parnas und Heller bestimmt. 


— 


1 Fiihner, Abderhaldens Arbeitsmethod. Abt. IV, Heft 7, Nachweis 
von Giften auf pharmakologischem Wege. 

2 Parnas u. Heller, diese Zeitschr. 152. 1, 1924; Parnas u. Klisiecki, 
ebendaselbst 173, 224, 1926. 
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I. 


Die Herzpriparate zeigten eine Schlagfrequenz, die zwischen 32 bis 
38 Schligen in der Minute schwankte, so daB auf einen sechsstiindigen 
Versuch etwa 12000 Herzschlage entfielen. Da es sich im Laufe der Ver- 
suche zeigte, daB unmittelbar nach der Anfertigung des Praiparats manchmal 
UnregelmaBigkeiten in der Herztiatigkeit vorkamen, so wurde vom vierten 
Experiment an, nach einstiindiger Arbeit, die Innen- und AuBeniliissigkeit 
durch eine neue Ringerlésung ersetzt und erst von diesem Zeitraum ab der 
Versuch berechnet. Die Resultate, die in dieser Versuchsreihe erhalten 
wurden, sind in den nachstehenden zwei Tabellen zusammengefaBt. 


Tabelle I. 


Ammoniakbildung im Froschherz und Gehalt des Herzmuskels an Ammoniak 
nach vollendeter Arbeit. 





Gehalt des Herz- 
muskels an 


Fretamer’ | deaHattens | Atbeltsnete «| _,Gebildeter” —ammoniak-N in 
mg Std. mg endeter Arbeit 
1 150 24 0,023 
48 0,050 4,0* 
2 170 15 0,021 
26 0,028 2.06 
3 120 19 0,018 2,92 
4 200 6 0,011 
22 0,030 2,2 
5 176 6 0.0075 
| 24 0,0285 1,48 
6 125 18 0,028 1,8 
7 i 100 18 0,022 2.0 
8 | 70 18 0,0158 2.2 


* Der Herzmuskel befand sich bei der Analyse im Zustand der Starre. 


Tabelle II. 


Wahrend 24stiindiger Herztitigkeit gebildete Ammoniakmengen. 





‘ ie ies : Auf 24stiindige Arbeit 
In 24 stiindiger Arbeit yng 100g Herzmuskel 


Trmmer || SNieN-Menge’” | Derechuete NHa-N- 

mg mg-°/9 

1 0,023 15,3 

2 0,026 15,3 

$ 0,023 19,2 

4 0,033 16,5 

5 0,0285 16,2 

6 0.035 25,0 

7 0,929 29.0 

8 0,021 30.0 


Aus den Tabellen ersieht man, da das Herz wihrend der Arbeit 
aihnlich wie der quergestreifte Muskel nicht unbetrachtliche Mengen 
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von Ammoniak produziert. Diese Produktion scheint der geleisteten 
Arbeit proportional zu sein, wie aus den Versuchen 1, 2, 4, 5 hervorgeht, 
in denen eine recht gute Ubereinstimmung zwischen den in fraktionierten 
Bestimmungen erhaltenen Werten herrscht. Allerdings ist die Anzahl 
der Versuche vielleicht zu gering, um diesen SchluB mit Sicherheit 
ziehen zu kénnen. Der Umstand, daB in der Tabelle II die absolut 
gebildeten Ammoniakmengen eine weit bessere Ubereinstimmung 
untereinander zeigen (gréBte Schwankungen um 50°.) als die auf 
100 g Herzmuskel und 24stiindige Arbeit berechneten Werte (Schwan- 
kungen um etwa 100 ”,,), laBt sich wohl zum gr6Bten Teil darauf zuriick- 
fiihren, daB bei ungefahr gleicher Fiillung der Kaniile mit Ringerlésung 
in allen Versuchen ein kleineres Herz eine verhaltnismaBig viel gréBere 
Arbeit zu leisten hatte als ein groBes. Vielleicht ist aber auch ceteris 
paribus die Ammoniakbildung dem Gewicht des Herzens nicht streng 
proportional. 
Il. 


Mit der Feststellung der Ammoniakbildung durch das arbeitende 
Herz ergab sich die Frage nach dem Verlauf der traumatischen 
Ammoniakbildung im Herzmuskel. Bekanntlich haben Parnas und 
Mozo!owski' nach Zerreibung von Muskeln mit Quarzsand und Wasser 
eine sehr schnell verlaufende betrachtliche Steigerung ihres Ammoniak- 
gehalts (auf das zehnfache und mehr des Ruhewertes) beobachtet. 
Dieser Vorgang hat in den Skelettmuskeln des Frosches einen geradezu 
explosiven Verlauf. Binnen 2, héchstens 5 Minuten, werden maximale 
Werte fiir den Ammoniakgehalt erhalten, die bei weiterem Stehen 
des Muskelbreies nicht mehr wachsen. Den Verlauf des gleichen Vor- 
ganges im Herzmuskel des Frosches zeigt Tabelle III. 


Tabelle III. 


Ammoniakgehalt des Herzmuskels des Frosches nach Zerreibung mit 
Quarzsand und Wasser. 





o>) 5 Min. 1 Std. 2 Std. 21), Std. 4 Std, 
meskeis 2 j__—____1__ ERS NSS ELS ae) Seno 


37+ r, ° 
nach der Zerreibung 


mg-°/o 
1,4 2,38 5,0 7.06 7,4 7.0 
(4 Herzen (3 Herzen (4 Herzen (4 Herzen | (3 Herzen (3 Herzen 
= 284mg) = 199mg) = 306 mg) - 256mg) | — 268mg) = 242 mg) 
1,4 2,44 5,0 6,84 


(4 Herzen (3 Herzen (3 Herzen (3 Herzen 
310mg) = 266mg) = 234mg) = 236mg) 


1 Diese Zeitschr. 184, 399, 1927. 
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Noch besser veranschaulichen die Verhaltnisse im Herz und im 
Skelettmuskel nachfolgende Kurven des Verlaufs der traumatischen 
Ammoniakbildung. 


8 peapesaserees 




















L 
O5 20 ¥0 60 80 100 720 150 780 240 
Abb. 1. 
Verlauf der traumatischen Ammoniakbildung im Herz- und Skelettmuskel des Frosches 
H = Herzkurve. M Muskelkurve.* 


Abszisse: Fiir die Herzkurve Zeit in Minuten, fiir die Muskelkurve Zeit in Sekunden. 
Ordinate: NH ,-N-Gehalt in mg-° 9. | 


* Die Muskelkurve ist der Arbeit von Parnas und Mozolowski, diese Zeitschr. 184, 413, 
1927, entnommen. 


Man ersieht aus ihnen den grundsatzlich verschiedenen Verlauf 
beider Prozesse. Das ammoniakbildende System des Herzmuskels 
wird etwa 100mal langsamer gespalten, und das Maximum wird fiir 
den Herzmuskel erst nach 2 Stunden erreicht. Dies mag darauf be- 
ruhen, daB der Skelettmuskel auf viel gewaltigere kurze Beanspruchungen 
eingerichtet ist als der Herzmuskel und darum das zum Chemismus 
der Kontraktion gehérende ammoniakbildende System in gréBerer 
Zerfallsbereitschaft enthalt. 

Die Ammoniakmengen, welche vom tatigen Herzmuskel gebildet 
werden, sind im Verhaltnis zu den in Versuchen am quergestreiften 
Muskel gebildeten sehr groB, obwohl die traumatische Ammoniak- 
bildung nicht viel gréBer ist als im Skelettmuskel. Es erscheint wahr- 
scheinlich, daB hier derselbe Fall realisiert ist, den Parnas! in lang- 
dauernden Versuchen an Froschmuskeln beschrieben hat, die unter 
guter Sauerstoffversorgung ermiidungslos gereizt werden und wo be- 
trachtliche Ammoniakbildung und Anhaufung ohne jegliche Zersetzung 
des Adeninnucleotids statt hat. Parnas hat dieses Verhalten dadurch 
erklart, daB die im Muskel nicht riickgingige Ammoniakbildung den 
Kontraktionen entspricht, wahrend in den oxydativen Erholungen die 


1 Parnas, Klin. Wochenschr. 7, 1423, 1928; C. r. d. 1. Soe. Biol. Mai 1929. 
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Inosinséure auf Kosten nicht des einmal abgespaltenen Ammoniaks, 
sondern der oxydativ abgespaltenen Aminogruppen erfolgt. Ahnlich 
scheint auch das Verhalten des Herzmuskels zu erklaren zu sein. Man 
kann annéhmen, daB hier das Ammoniak unmittelbar vom Adenin- 
nucleotid abstammt, welches in den Ruhepausen oxydativ aus seii em 
Spaltungsprodukt -- der Inosinséure —- und einer nicht bekannten 
aminogruppenspendenden Substanz wieder aufgebaut wird. 


Zusammenfassung. 


1. Das tatige Froschherz bildet nicht unbetrachtliche Ammoniak- 
mengen, die anscheinend der geleisteten Arbeit proportional sind. 


2. Im Herzmuskel findet eine traumatische Ammoniakbildung 
statt; ihr Verlauf ist aber viel langsamer als im Skelettmuskel. 











PA it can ds 


A ind Sot aoe 








a dee ihe 


oe eternal. 


ASN aR Sab alc By 





re 


aR RON st ENA EN RAE 


meals 





0 











Neue Phosphorsiure-ester bei der Milchsiuregirung. 


Von 
Artturi I. Virtanen und J. Tikka. 


(Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H. 


Helsinki.) 


(Eingegangen am 22. September 1930.) 


Nach dem friiheren Befund von Virtanen und Karstrém' bilden 
die Trockenbakterien von Bact. casei ¢ nur etwa 50°, Milchsaiure aus 
Glucose, obwohl die lebenden Bakterien diese Umwandlung beinahe 
quantitativ hervorrufen. Wir haben nun gefunden, daB die andere 
Halfte von Glucose in Phosphorsaure-ester von besonderem Typus iiber- 
gefiihrt wird. Diese bestehen aus zwei verschiedenen Phosphorsaure- 
estern, von welchen das Ba-Salz des einen schwerléslich, des anderen 
dagegen in Wasser leicht léslich ist. Das mehrmals mit Aceton gefillte 
Ba-Salz wie auch das schon kristallinische Strychninsalz des letzt- 
genannten geben Analysenwerte, aus welchen man schlieBen kann, 
daB der Ester einheitlich ist. Er enthalt ein P-Atom und offenbar 
zwei Carboxylgruppen pro zwei C,-Atome (die Analysen des Ba-Salzes 
stimmen ziemlich gut mit der Forme] C,,H,,0,,P Ba, ({a]p 8°), 
reduziert Fehlingsche Lésung nicht und spaltet beim Kochen mit ver- 
diinnten Mineralséuren sehr schwer Phosphorsiure ab (z. B. beim 
Kochen mit 0,5n H,SO, in 38 Stunden nur 40°,, vom Total-P); die 
dadurch erhaltene Lésung reduziert Fehlingsche Lésung nicht. 

Dér andere Ester gibt, wie oben gesagt, ein in Wasser schwer- 
lésliches Ba-Salz. Die verschiedenen Praparate desselben haben nicht 
iibereinstimmende Analysenwerte gegeben, wonach der Ester noch 
nicht in reinem Zustand erhalten ist. Die meisten Analysen sprechen 
dafiir, daB das Verhaltnis C,: P: Ba 1:1: 1 ist. Der Ester reduziert 
Fehlingsche Lésung nicht oder héchstens spurenweise, gibt nach 
Kochen mit verdiinnten Mineralsdiuren keine reduzierenden Substanzen 
und enthalt wahrscheinlich eine Hydroxylgruppe an Stelle der Aldehyd- 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 174, 1, 1928. 


Biochemische Zeitschrift Band 228. 
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gruppe im Glucosemolekiil. Beide Ester entstehen in etwa gleicher 
Menge und entsprechen zusammen etwa 50°, von Glucose. 

Von der Bildung der obigen Ester wissen wir folgendes: 

Wird die Milchséuregérung mit Trockenbakterien (unter Toluol) 
unterbrochen, wenn die Garlésung noch etwa 50°,, vom urspriinglichen 
Reduktionsvermégen besitzt, so kann man aus der Garlésung in be- 
deutender Menge einen Hexose-mono-phosphorsdure-ester — isolieren 
(nur bei Versuchen mit Glucose, nicht dagegen bei Kontrollversuchen 
ohne Glucose!). Dieser Ester ist offenbar identisch mit dem_ so- 
genannten Robison-Ester. Das Reduktionsvermégen desselben ist 
62 bis 64°, von dem der Glucose, das Ba-Salz hat [x], + 8,6°. 
Beim Fortsetzen der Garung verschwindet der Mono-phosphorsaure- 
ester unter Bildung von Milchséure und der oben erwahnten zwei 
Phosphorsdure-ester. 

Weil der eine Ester ein Oxydationsprodukt, der andere ein 
duktionsprodukt von Hexose zu sein scheint und beide Ester in etwa 
gleicher Menge entstehen, werden sie offenbar durch Oxydoreduktion 
aus Hexose-phosphorsdure-ester gebildet. Wir haben auch direkt 
bewiesen, daB das als Zwischenprodukt isolierte Hexose-mono-phosphat 
durch Trockenbakterien in die genannten Ester und Milchsiéiure ver- 


re- 


wandelt wird. 

Es ist also in unserem Falle aus Hexose-mono-phosphorsaure-ester 
ein Mono-phosphorsaure-ester eines C,,-K6rpers synthetisiert worden. 
Es sei hier erinnert, dab Neuberg und Leibowitz? die Bildung eines Di- 
saccharid-mono-phosphorséure-esters aus dem zweifach phosphorylierten 
Monosaccharid mit B. Delbriicki festgestellt haben. 

Der Unterschied zwischen der Garung mit lebenden und ge- 
trockneten Zellen, welcher wahrscheinlich auf etwaige durch das 
Trocknen hervorgerufene Schadigung des Enzymsystems zuriick- 
zufiihren ist, wird durch folgendes Schema veranschaulicht : 

Mit Trockenbakterien 


Mit lebenden Bakterien 
Glucose 


Glucose 


‘ v v 
Hexose-monophosphorsiure-ester 


Hexose-monophosphorsiure-ester 
( Robison-Ester ) 


( Robison-Est er) 


— 100°, ~ 50% . ww §0° 
v ‘ © 
Milchsaure Milchsaure Neue stabile 
Phosphor- 


saure-ester 


Eine ausfiihrliche Mitteilung folgt demnichst. 


1 Vgl. Nilsson, Ark. Kemi, Mineral. o. Geol. A 10. Nr. 7, 1, 1930, 
u. z. S. 48; Chem. Centralbl. 1930, I, 3320. 
2 Neuberg u. Leibowitz, diese Zeitschr. 193, 237, 1928. 
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Teilchen einschlieBlich seiner elektrischen Ladung bezeichnet. 


des Internationalen Vereins der Leder-Industrie-Chemiker in Berlin 


S. 253; Collegium 1922. 8. 262. 





Uber den Feinbau des Gelatinemicells'. 


Von 


Otto Gerngross, Karl Herrmann und Walter Abitz?. 


(Aus dem technisch-chemischen und dem physikalisch-chemischen Institut 
der Technischen Hochschule zu Berlin.) 


(Einaegangen am 24. September 1930.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


I. Der Aufbau von Kollagen und Gelatine aus beiden gemeinsamen, 
langgestreckten Molekiilketten. 

Den Ausgangspunkt fiir die vorliegenden Studien, die sich iiber 
eine Reihe von Jahren erstrecken und jetzt, wie es scheint, zu einer 
durch das Experiment gestiitzten Vorstellung vom Feinbau des 
Gelatinemicells und wohl auch der Struktur einer Kollagenfaser 
gefiihrt haben, lieferten Beobachtungen iiber die Veranderung von 
Gelatinesolen beim Erhitzen. 

Es stellte sich heraus, daB der bekannte Abfall der Viskositat, 
der Gelatinierfaihigkeit, der Klebkraft von wisserigen Gelatine- und 
Leimlésungen beim Erhitzen nicht, wie nach den damals _herr- 
schenden Ansichten zu erwarten war, mit einem. ,,hydrolytischen 
Abbau“, einer Molekiilzerkleinerung unter Lésung von Peptidbindungen 
einherging®. Aus diesem iiberraschenden Ergebnis wurde die Folgerung 
gezogen, daB man ,,auf eine vorwiegend dispersoidchemische und weniger 
konstitutivchemische Wandlung des Stoffes‘’ zu schlieBen habe 4. 


1 Als ,,das Micell sei das organisierte Sekundarteilchen, als ,,die 
Micelle“ im Sinne Zsigmondys Kolloidchemie, V. Autl., 8. 170, 1925, das 


2 Vortrag, gehalten von O.Gerngross, auf der 17. Hauptversammlung 


am 
15. September 1930. 


3 O. Gerngross u. H. A. Brecht, Mitt. d. Material-Priifungsamts 1922, 


4 O. Gerngross, Kolloid-Zeitschr. 338, 354, 1923. 
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Der Befund, daB bei der Thermolyse des Glutins tatsiachlich keine 
Peptidbindungen im wesentlichen AusmaB gelést werden, wurde durch 
neue kritische Untersuchungen bestatigt!. 


Man hatte sich also vorzustellen, daB die typischen, auch technisch 
wertvollen Eigenschaften eines Eiweibstoffes wie Gelatine und Leim 
durch eine Aggregierung, eine iibermolekulare Zusammenfassung von 
kleineren, hauptvalenzchemisch festverbundenen Bausteinen zustande 
kime. 

In ausfiihrlicher Weise hatte bereits friiher FL. Stiasny? die Ver- 
mutung ausgesprochen, daB der Ubergang des Kollagens in Gelatine 
und tiberhaupt die Auflésung von Proteinen, die Proteolyse, durch 
eine Ldsung von Partialvalenzen erfolgen kénne, welche die selb- 
standigen ,,GroBbausteine*, die Peptone (Polypeptidketten), zu- 
sammenhalten. 

.,Die Peptone sind in isolierterer Weise anwesend, sie sind vermutlich 
mit Wasserhiillen gréBerer oder geringerer Dicke umgeben und werden 
mit diesen und tiber diese hinaus mit benachbarten Peptonen durch eine 
feinere Art von Valenzwirkung zusammengehalten als die Aminosaéuren 
in den Peptonmolekiilen.“ 

»Solcher Nebenvalenzen wird es in Polypeptiden natiirlich mehr 
geben und die Wahrscheinlichkeit, daB mehrere Polypeptidketten in solcher 
Weise aneinander gelagert bleiben werden, ist nicht von der Hand zu weisen. 
Man kann diese Anordnung etwa als Polypeptidmicellen innerhalb des 
Kollagenaggregats bezeichnen. *“ 

So erklarte E. Stiasny die bekannte, je nach Alter und Wassergehalt 
verschieden leicht erfolgende Verwandlung des Kollagens in Gelatine 
und iiberhaupt die ,,Verschiedenheiten der Kollagene“‘ durch eine nach 
Festigkeit und GréBe variierende Aggregierung von Polypeptidketten. 
Die Beobachtung des Fehlens eines hauptvalenzchemischen Ab- 
baues, einer echten Hydrolyse bei der Thermolyse der Gelatine, 
war eine experimentelle Stiitze fiir die Desaggregierungshypothese 
von Proteinen. 


Wenn man namlich mit dem Kollagen der tierischeon Haute einer- 
seits und der Gelatine andererseits in den wechselnden Quellungs- 
zustanden dieser Produkte vertraut ist, dringt sich cinem die Ansicht 
auf, daB das technisch tibliche ,,Ausschmelzen“ des hochgequollenen 
Kollagens zu Gelatine und Leim nur eine Etappe in der weiteren 
thermolytischen Verwandlung der Gelatine in ,,Gelatosen™ ist. 


! O. Gerngross, Graf O. Triangi u. P. Képpe, Ber. 638, 1603, 1930; 
vgl. auch M. Frankel, Zeitschr. f. phvsiol. Chem. 167, 17, 1927. 

2 RB. Stiasny, Collegium 1920, 8. 255; Science 57, 483, 1923. 

3 Derselbe, 1.c. und zwar 8. 256 und 257. 
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,,Gerade der Abfall an Gallertfestigkeit stellt schon rein auBerlich 
eine Umwandlung dar, welche gewiB nicht geringer ist als die Verwand- 
lung gequollener Haut in feste Gelatinegallerte**!. 

Das Fehlen eines hauptvalenzchemischen Abbaues bei der Thermo- 
lyse der Gelatine lieB also vielleicht einen RiickschluB auf die ahnliche 
a Umwandlung des Kollagens in Glutin zu. 

: d : a . 

} Eine notwendige Folgerung aus diesen Anschauungen war, dab 
Kollagen und Gelatine chemisch den gleichen Aufbau haben mubBten. 

Dafiir sprach ihr gleiches Sdurebindungsvermégen*, besonders bei Gegen- 


wart von Formaldehyd*®. Man durfte sich aber nicht verhehlen, daB bei 
den Riesen-Molekilkomplexen, die hier in Betracht kommen, kleine 
strukturelle Veradnderungen durch Vermehrung einzelner Amino- 
bzw. Carboxylgruppen quantitativ in bezug auf das Saurebindungs- 
vermégen nur wenijz in Erscheinung treten wiirden 4. 


Dahingegen bestand jedoch ein sehr wesentlicher eaperimenteller 
Widerspruch gegen die chemische Strukturidentitét von Kollagen 
und Gelatine. Wenn die beiden Proteine das gleiche Micell, ja nur 
den gleichen Elementarkérper besaBen, so muBbten sie das  gleiche 
Roéntgendiagramm zeigen. Dies war keineswegs der Fall.  Faser- 
kollagen wies ein typisches Faserdiagramm mit deutlichen Kristall- 
interferenzen auf®, wahrend Gelatine dem Schrifttum zufolge zwei 
unscharfe Ringe lieferte, die auf ein Gemisch ,,zweier amorpher 
Stoffe** schlieBen lieBen ®. 


Nun hatte J. R. Katz auf der Naturforscherversammlung in Inns- 
bruck im Oktober 1924 in einer seither sehr bekannt gewordenen, 
wichtigen Arbeit gezeigt, daB Kautschuk, welcher in ungedehntem Zu- 
stand ein amorphes Réntgendiagramm hat, bei der Dehnung ,,Kristall- 
interferenzen*’ bekommt?. 


Es drangte sich dem einen von uns (Gerngross) nun damals intuitiv 
" ° ° > P % , 
auf Grund der oben mitgeteilten Kenntnis vom Ubergang des Kollagens 
in Gelatine die Vorstellung auf, daB der Unterschied in den Réntgen- 


1 O. Gerngross, Zeitschr. f. angew. Chem. 88, 86, 1925. 

2 H. R. Procter, Kolloidchem. Beih. 2, 259, 1911; V. Kubelka, Colle- 
gium 1918, S. 364. 

3 4. Hloch, ,,Gelatine und Kollagen“*, Doktor-Ing.-Dissertation, Techn. 
Hochschule Berlin-Charlottenburg 1926. 

4 Vgl. dazu die Berechnung bei O.Gerngross, Grat O. Triangi u. 
P. Képpe, Ber. 68, 1607, 1930. 
; 5 R.O. Herzog u. W. Jancke, Ber. 58, 2162, 1920. 

6 P. Scherrer, Nachr. K. Ges. d. Wissensch. G6éttingen 1918, S. 98. 

7 J. R. Katz, Naturw. 18, 411, 1925; Chem.-Ztg. 49, 353, 1925. 
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diagrammen von Kollagen und Gelatine dadurch zu erklaren ware, 
daB dieselben Teilchen im Kollagen gestreckt und geordnet, in der 
Gelatine jedoch infolge des ,,Ausschmelzprozesses* regellos durch- 
einander lagen, und daB, wenn man die Gelatine nur gehérig dehnen 
kénnte, sie das Réntgendiagramm der Sehne prasentieren miibte. 


genommenen Untersuchung ergab zunichst bei reinster ungedehnter 
Gelatine das iiberraschende Resultat, daB sie eine scharfe Kristall- 
interferenz und einen amorphen Ring aufwies!. Die gedehnte Gelatine 
aber zeigte, den Erwartungen voll entsprechend, groBe Uberein- 
stimmung mit dem Diagramm von Faserkollagen (Sehne). Ja, mit 
fortschreitend entwickelter Dehnungstechnik der in 60° igem A\l- 
kohol gequollenen, gestreckten und trocken im gereckten Zustand 
photographierten Gelatine tibertraf das Réntgendiagramm der ge- 
dehnten Gelatine an Klarheit und Schénheit das der Sehne? (vgl. 
Abb. 3 und 5). 

Auch makroskopisch auBerte sich die faserige Struktur mit aller 
Deutlichkeit. Beim Zertriimmern gedehnter, getrockneter Gelatine- 
streifen zerteilten sich die Streifen in asbestartige Strihnen®, und auBer- 
dem lieB sich durch den Zugversuch ein Mehrfaches an Festigkeit 
in der Dehnungsrichtung im Vergleich quer zur Dehnungsrichtung 
feststellen*. Wir diirfen unserer Feststellung der Entstehung von 
,.Fasern aus nicht strukturierter tierischer Gallerte eine gewisse 
hiologische Bedeutung beimessen, denn es ist sehr wahrscheinlich, daB 
das Primare der Entwicklung wasserreiche Gele sind, aus denen sich 


die Fibrillenelemente aufbauen. 


Das Ergebnis der auf meine Veranlassung durch Katz  vor- 


Mit diesen Versuchen war ,,das ausschlaggebende Argument‘ 
gegen die Strukturidentitat von Kollagen und Gelatine beseitigt; es 
war sogar nur wahrscheinlicher gemacht, daB Gelatine und Kollagen 
aus denselben und zwar langgestreckten ,,Kristalliten’ bestiinden, 
die in der ungedehnten Gelatine regellos, in gedehnter Gelatine und 
im Faserkollagen mit der Langsachse parallel der Dehnungs- bzw. der 
bevorzugten Wachstumsrichtung lagen. 

Unentschieden war, ob die Interferenzen tatsachlich durch Kristalle 
oder nur durch ,,mesomorphe* Anordnung der Molekiile oder Grund- 
kérper veranlaBt waren. Es lieB sich auch nichts iiber die Art der Zu- 
sammenlagerung der Primarteilchen von Kollagen und Gelatine zu den 


1 J. R. Katz u. O. Gerngross, Naturw. 18, 900, 1925. 
26 


O. Gerngross u. J. R. Katz, Kolloid-Zeitschr. 39, 181, 1926. 
J. R. Katz u. O. Gerngross, ebendaselbst 39, 180, 1926. 
M. Bergmann u. B. Jacobi, ebendaselbst 49, 46, 1929. 
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groben Aggregaten, also tiber den Feinbau der Micelle und iiber ihren 
weiteren ZusammenschluB zu Fibrillen sagen. 


Il. Der Feinbau des Gelatinemicells. 


Wichtige Arbeiten, vor allem von Kurt H. Meyer und H. Mark 
bewiesen, dal} die Polypeptidketten, welche die Grundmolekiile von 
Seide, Kollagen und Gelatine bilden, lange Ketten von sehr erheblichen 
Molekulargewichten sein miissen!. Dies stand in Ubereinstimmung 
mit dem neuen Befund, daB bei weitgehender Thermolyse, bei welcher 

ohne wesentlichen hauptvalenzchemischen Peptidabbau die 
Gelatinemicelle vollkommen in solche’ ,,Primarketten’ aufgeteilt 
wurden, sich noch immer erhebliche Durchschnittsmolekulargewichte 
von mindestens rund 4500 kryoskopisch feststellen lieBen®. In ver- 
diinnter wisseriger Lésung zeigte das intakte Gelatinemicell hingegen 
ein Molekularaggregat- oder Micellargewicht von rund 90000. Wir 
kénnten also rein schematisch annehmen, da ein Biindel von, sagen 
wir, 20 Hauptvalenzketten das Gelatinemicell bildet, das sich in ver- 
diinnten wisserigen Solen als kinetisches Einzelteilchen manifestiert, 
in konzentrierten Lésungen zu Schwirmen, in Gelen endlich zu durch- 
laufenden Aggregaten zusammengeschlossen sein wird. 


Der ZusammenschluB der einzelnen Hauptvalenzketten mubte 
dabei in irgendeiner Weise Ursache des Auftretens der Kristall- 
interferenzen im Réntgenbilde und der typischen Eigenschaften 
der Gelatine sein, denn mit der weitgehenden Thermolyse und Dis- 
pergierung der Primarteilchen verschwanden stufenweise gleichzeitig 
,.Kristallinitat’ und ,,Qualitat’. 


Eine Analyse des Réntgendiagramms ungedehnter Gelatine in 
trockenem und in gequollenem Zustand im Verein mit der Dis- 
kussion tiber die Erscheinungen, welche sich bei der Dehnung 
der Gelatine im Réntgendiagramm bemerkbar machen, lieferte nun 
unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der Thermolyse die Méglich- 
keit, sich eine gewisse Vorstellung vom Feinbau des Gelatinemicells 


zu_ bilden. 


1 K. H. Meyer, Zeitschr. f. angew. Chem. 41, 935, 1928; diese Zeitschr. 
214, 254, 1929. 

2 O. Gerngross, Graf O. Triangi u. P. Képpe, 1. ec. Es sei daran erinnert, 
daB Emil Fischer das Molekulargewicht der EiweiBstoffe mit 4000 bis 5000 
einschatzte. E. Fischer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 99, 54, 1917. Die Mole- 
kulargewichtsbestimmungen liefern bekanntlich nur Durchschnittswerte 
fiir die GréBe des Molekulargewichts. In unserem Falle werden die sehr 
wahrscheinlich stattfindenden Absplitterungen kleiner Teilchen sich be- 
sonders im Sinne zu niedriger Werte auswirken. 
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1. Das Roéntgenbild ungedehnter, lufttrockener Gelatine. 


Abb. 1 zeigt das Réntgendiagramm ungedehnter, lufttrockener 
Gelatine, das in Tabelle I ausgewertet ist!. 





Abb. 1. 
Réntgendiagramm ungedehnter, lufttrockener Gelatine (CuK ,-Strahlung). 


Tabelle I. 


Netzebenenabstinde ungedehnter, lufttrockener Gelatine. 





Bezeichnung ‘ Netzebenen- an Seen 
der Ringe v ‘eatin ate t Bemerkungen 
eee ee. aber. 3° 49.6’ 23.0 Nur bei Chromstrahlung 
1 beobachtet 
ea 7 48,6 11,3 
OD eh ihe Seg kk 11 46,0 7.5 
rs See 3L 53.4 2.8 
F, ee Sa 20 36,6 4.3 
EEE SE de® 41 53,0 2,1 


Auf der Platte sind sechs Ringe sichtbar, die von innen nach auben 
mit den Buchstaben J,, J,, S, F;, K und F, bezeichnet sind. In der 
Reproduktion sind nur die ,,Kristallinterferenz K (2,8 A) und J 


! Die Abbildungen sind der Doktor-Ing.-Dissertation von W. Abitz, 
Berlin 1930, Technische Hochschule Be.lin: ,,Zur Réntgenographischen 
Strukturerforschung der Gelatinemicelle’’ entnommen; vgl. Zeitschr. f. 
physik. Chem., Abt. B, 10, 371, 1930. 
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(11,3 A), ferner der amorphe ,,Fliissigkeitshalo‘! F, (4,3 A) deutlich 
zu erkennen. 

Die Kristallinterferenz-Ringe sind wesentlich breiter, als dies bei 
gut ausgebildeten Kristallgittern der Fall zu sein pflegt. Dies kénnte 
durch Kleinheit der Kristallite veranlaBt sein, ist aber, wie wir glauben, 
in unserem Falle durch Stérungen des Gitters, eine ,,Welligkeit’’ der 
Gitterebenen und Gittergeraden verursacht. 

Das Réntgenbild zeigt also deutlich, daB in der ungedehnten 
Gelatine zwei Bestandteile vorliegen, von denen der eine in kristalliner 
(dreidimensional geordneter) Ordnung, der andere ,,amorph* (ganz 
oder teilweise statistisch ungeordnet) vorhanden ist. 

Die kristallinen Interferenzen kommen nun dadurch zustande, 
daB die etwa 20 Polypeptidketten des Gelatinemicells, durch Partial- 
valenzen gittermaBig quer verbunden, die Kristallite bilden. Die 
Ungleichheit der einzelnen Aminosiurekettenglieder, die ,,Variation 
der Baugruppen‘?, ist die Ursache der starken Gitterstérung der 
kristallinen Interferenz. Wie man aus dem Diagramm ersieht (Abb. 1), 
ist diese sich als Verbreiterung auBernde Stérung bei der J-Inter 
ferenz, (11,3 A) betrachtlich groéBer als bei der A-Interferenz (2,8 A), 
worauf wir noch zuriickkommen werden. 

Die gréBere Einfachheit in der Zusammensetzung der Polypeptid- 
ketten von Seide%, in welcher man als kristalline Phase in der Haupt- 
sache abwechselnd Glycyl- und Alanylreste annehmen darf (,,geniherte 
Periodizitat*'), erklart es, da bei diesem Protein ein viel klareres 
Kristallgitter in Erscheinung tritt. Neben dem ,,kristallinen® Bestand- 
teil ist auch in Seide und Kollagen eine ,,amorphe Phase“ im Réntgenbild 
feststellbar. Es ist deshalb auf einen einfachen kristallinen ,,//aupt- 
bestandteil’*, der in einer komplizierten amorphen_ ,,Aittsubstanz*** 
eingebettet sei, bei Seide und Kollagen geschlossen worden. Es wurde 
bei der Gelatine auch schon vermutet, daB die amorphe Phase aus 
Abbauprodukten der kristallinen bestehe?®. 

1 Der Ausdruck ,,Halo“ fiir einen verwaschenen, ,,amorphen* Ring 
hat sich in der englischen und franzésischen Literatur eingebiirgert. Halo 
bedeutet soviel wie den ,,Hof“’ um die Sonne oder den Mond. Auch wir 
wollen diese Bezeichnung verwenden, da sie den Charakter solcher Ringe 
sehr gut wiedergibt und den Unterschied gegeniiber den scharfen kristallinen 
Interferenzen klarmacht. 

2 Terminologie vgl. R.O. Herzog u. O. Kratky, Naturw. 18, 732, 1930; 
R.O. Herzog, H. Hoffmann u. O. Kratky, Oppenheimers Handb. d. Biochem. 
2. Aufl., Ergainzungsband. Jena 1930. 

3 R. Brill, Ann. 484, 204, 1923; K. H. Meyer u. H. Mark, Ber. 61, 
1932, 1928. 

4 R.O. Herzog, Zeitschr. f. angew. Chem. 89, 300, 1926. 
5 Trillat, C. r. 190, 265, 1930. 
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Wir médchten die Anschauung vertreten', dap ein noch naherer Zu- 
sammenhang zwischen den beiden Bestandteilen vorliege, und zwar derart, 
daB die Polypeptidketten an den Enden der Kristallite nur mangelhaft, 
am SchluB aber tiberhaupt nicht mehr quer verbunden sind und fransen- 
artig, ungeordnet tiber Kopf und FuBende des festgefiigten Kristallites 
hinausragen. Sie stellen den ,,amorphen* Bestandteil der Gelatine dar. 
Man kann diese Vorstellung durch die Uberlegung unterstiitzen, dab 
an den Enden der Hauptvalenzketten die Neigung zur Querverbindung 
verringert sein wird, denn dort werden die starken Kraftfelder der 
gleichsinnig geladenen polaren NH,-Endgruppen auf der einen und 
der COOH-Endgruppen auf der anderen Seite eine elektrostatische 
AbstoBung der einzelnen Polypeptidkettenenden voneinander bewirken. 
Die losen, fadenférmigen, nicht mehr gittermaBig geordneten Fransen 
bilden durch Betatigung von Partialvalenzen und polaren Gruppen 
entgegengesetzten Vorzeichens die Verbindung von Micell zu Micell. 


Wir werden sehen, wie dieses Bild mit verschiedenen Erfahrungs- 
tatsachen in vollem Einklange steht. 





Abb. 2. 
Aggregation ungedehnter, regellos durcheinanderliegender Gelatine-Micelle. 


2. Das Réntgenbild ungedehnter, gequollener Gelatine. 


Fir die Untersuchung der Quellungserscheinungen kamen eine 
vollkommen getrocknete, ferner lufttrockene Gelatine (mit 15°, Wasser- 
gehalt) und mehrere gequollene Praparate, die steigende Mengen 
Quellungswasser enthielten, zur Anwendung. 

Tabelle Il zeigt, daB der K-Ring auch bei den héchsten Quellungs- 
graden an derselben Stelle bleibt wie bei der vollstandig wasserfreien 


! W. Abitz, O. Gerngross u. K. Herrmann, Naturw. 18, 754, 1930; 
K. Herrmann, O. Gerngross u. W. Abitz, Zeitschr. f. physik. Chem. Abt. B, 
10, 371, [1930]. Diese ,,Fransenhypothese“ stammt von K. Herrmann, der sie 
auf Grund von Diskussionen iiber den gemeinsam bearbeiteten Gegenstand 
mit W. Abitz und dem Vortragenden entwickelt hat. 
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Tabelle Il. 


Netzebenenabstinde d von getrockneter und in Wasser gequollener Gelatine. 





Quellungsgrad (Verhiltnis Trockengelatine zu Wasser) 
Bezeichnung und Netzebenenabstiinde d in A 


der Ringe 1:0 1:0.18 


(trecken) (lufttrocken) 1: 0,5 1:25 1:3,7 1: 4,3 1:12" 
Jy . 10,4 11,3 13,0 17,1° 
_ 2.8 2.8 2,8 2.8 2.8 
F,. 4,4 4.3 3.7 3.6 3.3 3,3 


* Nur mit Chromstrahlung. 


Gelatine, wihrend der J-Ring mit zunehmendem Wassergehalt nach 
innen wandert, sich kontrahiert. Dementsprechend nimmt der aus 
der Braggschen Gleichung errechnete Netzebenenabstand d zu!. Dies 
bedeutet, daB das Wasser bei der Quellung in den Gelatinemicellen 
sich nur in einer Richtung auswirkt. Es drangt sich offenbar zwischen 
die Gitterebenen, welche nur durch Partialvalenzen verbunden sind. 
Wir miissen annehmen, dab eine solche Netzebenengruppe durch den 
J-Ring reprasentiert wird, denn nur dieser zeigt bei der Quellung 
deutlich Kontraktion. 


Der ortsfestbleibende A-Ring hingegen mu durch eine Ebenen- 
schar veranlaBt sein, die durch das Quellungswasser unberiihrt bleibt. 
Die senkrecht zu der Lingsachse der Polypeptidketten infolge der 
Wiederholung der hauptvalenzmaBigen Peptidbindungen (Periodizitat 
der Bindegruppe) auftretenden Netzebenen werden dieser Forderung 
gerecht. 


Wir gewinnen also aus diesem Experiment die klare Anschauung, 
daB die K-Interferenzen durch die Netzebenen quer zur Polypeptidketten- 
Laingsrichtung, die J-Interferenzen durch die Netzebenen parallel zur 
Kristallit-Liingsachse veranlaBt sind. 


Die anscheinend gréBere Verbreiterung des J-Ringes im Vergleich 
zum K-Ring, welche auf eine = gréBere Welligkeit der Gitterebenen 
schlieBen 14Bt, wird im Einklang mit den bisherigen Darlegungen viel- 
leicht dadurch verstandlich, daB die Verschiedenheiten der Substituenten 
an den a-Aminosiuregeriisten der ,,Baugruppen‘*! sich in der Quer- 
richtung mehr auBert als in der Langsrichtung der Ketten, in welcher 
in regelmaéBiger Periodizitat die CO- und NH-Gruppen bzw. CO- und 
N-Gruppen der Polypeptidbindungen, die ,,Bindegruppen“ 
werden. 


“ erscheinen 


! Wir haben in der Gleichung n stets 1 gesetzt. 
2 Beziiglich der Terminologie vgl. R.O. Herzog u. O. Kratky, Naturw. 
18, 733, 1930. 
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Das folgende Schema, in welchem Glykokoll mit je einem Prolin- 
einem Oxyprolin- und einem Argininrest alternieren, erlautert diese Aus- 
fiihrung. (Gelatine enthalt rund 25°, Glykokoll, 9,5°, Prolin, 14° Oxy- 
prolin und neben einer groBen Anzahl anderer Aminosiuren 8°, Arginin!.) 


-— Paratrope Ebene. 


1 Bindegruppe 
—» Diatrope Netzebene. 


CO 
Glykokoll-Baugruppe |’ HCH 


N H Bindegruppe 


CO { —»> Diatrope Netzebene. 
Oxyprolin-Baugruppe | /CH,—CH 
| HO-CH/¢ | 
CH, " | Bindegruppe 
CO —» Diatrope Netzebene. 


| 
Glykokoll-Baugruppe | HCH 
| 


ne | Bindegruppe 
co} - Diatrope Netzebene. 


ae NH | 
a | So—CH,—C H,—CH,—CH 
augruppe | N Hy’ 2 

i Bindegruppe 

CO | —» Diatrope Netzebene. 
Glykokoll-Baugruppe HCH 


Ne | Bindegruppe 


co | —» Diatrope Netzebene. 
Prolin-Baugruppe CH,—CH 
PI lon 2 
2» r 
CH,—N | Bindegruppe 


CO | —» Diatrope Netzebene. 


t 


‘ Der S-Ring diirfte sich béi der Quellung ebenfalls kontrahieren, 
doch werden hier die Verhaltnisse durch das Auftreten eines breiten 
inneren Wasserhalos verschleiert. 

Der amorphe F,-Halo wandert bei der Quellung nach auBen, 
d.h. der zur Interferenz AnlaB gebende Abstand wird kleiner. Wir 


— Paratrope Ebene. 


1 H. D. Dakin, Journ. of biol. Chem. 44, 524, 1920. 
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erklaren dies damit, daB das Beugungsbild des amorphen Bestandteils 
der Gelatine, nimlich der Fransen, ebenso wie das von Fliissigkeiten 
intramolekularer Herkunft ist. In der gequollenen Gelatine inter- 
ferieren die Fransen nicht nur untereinander, wie dies in der trockenen 
der Fall ist, sondern auch mit den Wassermolekeln, und daher wandert 
der amorphe Halo nach auBen, dem Wasserhalo (3,3 A) zu. 


3. Das Réntgenbild gedehnter Gelatine. 


Wenden wir uns nun den noch aufschluBreicheren Erscheinungen 
bei der Dehnung der Gelatine zu. 





Abb. 3. 
Gedehnte lufttrockene Gelatine (Cu-K, -Strahlung). 


Der J-Ring (11,38 A) spaltet sich bei der Dehnung in zwei starke 
aquatorial (links und rechts vom DurchstoBpunkt) belegene Punkte 
auf. Der S-Ring (7,5 A) spaltet sich in vier Schichtlinienpunkte, die 
symmetrisch zur Horizontalen und Vertikalen liegen. 

Der K-Ring hingegen liefert zwei meridionale (ober- und unterhalb 
des DurchstoBpunktes) lieg>nde Sicheln. 

Die ‘Arbeiten von M. Polanyi! und K. Weissenberg? iiber Faser- 
strukturen und Faserdiagramme erméglichen es, noch weitere SchluB- 
folgerungen aus dieser Wandlung der Interferenzen bei der Dehnung 
zu ziehen. Die Faserachse ist in unserem Falle durch die Dehnungs- 


1 M.v. Polanyi, Zeitschr. f. Physik 7, 149, 1921. 
2 K. Weissenberg, ebendaselbst 8, 20, 1922. 
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richtung gegeben. Die aquatorialen Punkte J stammen von paratropen, 
d.h. in der Dehnungsrichtung liegenden Netzebenengruppen, die 
meridionalen Sicleln (Streuungsstreifen), zu welchen die K-Inter- 
ferenzen bei der Dehnung schrumpfen, riihren von diatropen, d. h. 
senkrecht zur Dehnungsrichtung liegenden Netzebenen her. 

Es stimmt dies ganz mit unserem Befund bei der Quellung tiberein, 
der bereits darauf hinwies, daB die J-Interferenzen von Ebenen her- 
riihren, welche in der Langsrichtung der Kristallite, d. h. in der Richtung 
der Hauptvalenzketten verlaufen, die K-Interferenzen jedoch von 
senkrecht dazu liegenden. 

Die vier Schichtlinienpunkte S sind die Reflexe einer Ebenenschar, 
welche einen bestimmten Winkel mit der Faserachse einschlieBt. 

Von besonderem Interesse aber ist endlich die Verwandlung des 
F-Halos. In der Dehnungsrichtung (Faserachse) findet fast vollkommene 
Aufhellung statt, die ganze Schwarzung konzentriert sich auf die zwei 
aquatorialen Sicheln. Es zeigt sich das Bild von Réntgenaufnahmen 
kristallinfliissiger Stoffe im Magnetfeld, wie sie von W. Kast! und 
P. W.Glamann, K. Herrmann und H. A. Krummacher? beschrieben sind. 

Die fliissigen Kristalle sind langgestreckte Gebilde, die Quer- 
dimensionen der langen Molekiile geben zur Interferenz, zur Bildung 
eines ,,Fliissigkeitsringes“ AnlaB. Im Magnetfeld spaltet sich dieser Ring 
genau wie der F-Halo der Gelatine in zwei Sicheln, die rechts und links 
von der Ebene liegen, die durch Réntgenstrahl und Dehnungs- 
richtung gebildet werden, ein Zeichen dafiir, daB sich die langen Gebilde 
in die Richtung des Feldes bzw. des Zuges gelagert haben. 

Es handelt sich also um anisodimensionale Teilchen, welche sich 
infolge des Zuges parallel gepackt haben, aber keine dreidimensionale 
Ordnung im Sinne eines Kristallgitters aufweisen. Daraus ergibt sich 
die folgende wichtige Konsequenz. 

Durch die Dehnung haben sich die ,,amorphen** Bestandteile der 
Gelatine ebenso wie die Kristallite in die Dehnungsrichtung orientiert. 
Es besteht somit eine Verbundenheit zwischen Kristallit und amorphem 
Bestandteil, die uns zur Annahme der entworfenen Bilder (Abb. 2 und 4) 
fiihrt, in welchen der amorphe Bestandteil mechanisch an die Kristallite 
gekettet und nichts anderes als die Fortsetzung der Hauptvalenz- 
ketten ist, die lose die gittermaBig gefiigten Kristallite iiberragen. 

Die gleichzeitige Ausrichtung beider ,,Bestandteile der Gelatine 
bei der Dehnung findet durch die mechanische Verbindung der Micelle 
untereinander vermége der losen Molekiilketten (Fransen) eine zwang- 


! W. Kast, Ann. d. Physik 83, 418, 1927. 
2 P. W.Glamann, K. Herrmann u. A. H. Krummacher, Zeitschr. f. 


Kristallographie 74, 73, 1930. 
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lose Erklirung. Durch den Zug an den entgegengesetzten Enden 
erfolgt gleichsinnige Drehung aller Kristallite. Die losen Molekiil- 
ketten ordnen sich in die gleiche Richtung wie die gittermaibig zum 


Abb. 4. 

Orientierte, zur Faser 

zusammengeschlossene 
Kollagenmicelle 


(gedehnte Gelatine). 





Kristallit gefiigten Molekiilketten, ohne ihrerseits dreidimensionale 
Ordnung anzunehmen. Der Zug ordnet also die Micelle, so daB sie 
die bevorzugte Hauptvalenzrichtung einnehmen und eine Faser bilden. i 

Im Kollagen der Sehne und im Faserkollagen besorgt das natiirliche 
Wachstum die Ausrichtung der Micelle. 








Abb. 5. 
Réintgendiagramm einer Fasanensehne (CuK, -Strahlung). 
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So steht das Bild sehr wohl im Einklang mit der exakten Beob- 
achtung an den Rontgendiagrammen trockener und gequollener, un- 
gedehnter Gelatine einerseits und den Feststellungen an den Bildern 
gedehnter Gelatine und an Sehnen andererseits. 

Es macht auch die Beobachtung verstaéndlich, daB bei der lang- 
dauernden Thermolyse die Kristallinterferenzen verschwinden und 
nur der ,,amorphe* Fliissigkeitshalo tibrigbleibt!. Das total ,,zer- 
franste’’ Micell wird keine Kristallinitaét mehr zeigen kénnen, sondern 
nur die regellos durcheinander liegenden Molekiilketten, die zu dem 
Bilde des Fliissigkeitshalos AnlaB geben. 

Es fragt sich, ob das Undeutlichwerden der ,,Kristallinitat‘t, das an 
verschiedenen hochmolekularen Naturstoffen mit fortschreitender Reinigung 
beobachtet worden ist, nicht auf ahnlichen Vorgangen beruht und ob nicht 
der von uns geschilderte Autbau allgemeinerer Natur ist. 

Die stufenweise Thermolyse, bei welcher die A-Interferenzen 
(2,8 A) und die Qualitaét der Gelatine schwacher werden2, fiihrt nach- 
weisbar zu einer allmahlichen Verkleinerung des Micellargewichts, woh] 
infolge der Aufbiindelung und Ablésung der Polypeptidketten, die 
durch Nebenvalenzen in dem Micell quer verbunden waren. Eine 
Aufspaltung von Peptidbindungen, eine echte Hydrolyse, ist, wie ein- 
gangs erwahnt, dabei nicht feststellbar®. 

Es ist klar, daB die Viskositaét bei solcher Thermolyse abnimmt : 
man versteht auch, daB die Gelatinierfahigkeit rasch verschwindet, 
wenn die ,,festen Punkte“, die Kristallite, kleiner und schwacher werden, 
welche wie in einem ,,raumlichen Fachwerk* die Stiitzpunkte fiir die 
Bander und Streben bilden, als die sich die untereinander verbundenen 
Fransen in der Gallerte darbieten. 

DaB die desaggregierte Gelatine keine Dehnbarkeit und nur ver- 
ringerte Klebkrajt haben wird, ist ebenfalls aus dem Bilde verstand- 
lich, da die losen Molekiilketten keinesfalls den festen Zusammenhalt 
haben kénnen, wie die gittermabig gefiigten Micellkerne. 

Auch der Wasserbindung und den Quellungserscheinungen wird 
das Bild gerecht. Es ist bekannt, daB die ersten Wassermengen 
unter gréBerer Warmeabgabe von getrockneter Gelatine aufgenommen 
werden als das Wasser durch bereits angequollene Gelatine*. Offenbar 


1 O. Gerngross, Graf O. Triangi u. P. Képpe, Ber. 68, 1606, 1930. 

2 O. Gerngross, Zeitschr. f. angew. Chem. 42, 968, 1929. 

3 Es ist bemerkenswert, daB bei langandauernder echter Hydrolyse 
nach voriibergehendem Verschwinden des Debye-Scherrer-Diagramms wieder 
neue scharfe Kristallinterferenzen auftreten, die gréBtenteils dem Glykokoll, 
dem Hauptbestandteil des Gelatinehydrolysats, angehéren. O. Gerngross, 
O. Triangi u. P. Képpe, |. e. 

4 J. R. Katz, Kolloidchem. Beih. 9, 92, 1917. 
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dringt das Wasser zunachst in das Innere des Micells ein, wo es zwischen 
den Hauptvalenzketten eine Kontraktion erleidet. Eggert und Reit- 
stétter? haben in einer etwa 85°, igen (lufttrockenen) Gelatine die Dichte 
des gebundenen Wassers bis etwa 1,3 g/cem gefunden. Die letzten 
Wassermengen werden dementsprechend beim Trocknen nur sehr 
schwer abgegeben, so dai man darauf hingewiesen hat, dab dieses 
Wasser ,,andersartig“ gebunden sei. 


III. Kollagen und Gelatine. 


Die Annahme, daB die Kollagen- und Gelatinemicelle identisch 
seien, und da®B sich Kollagen und Gelatine nur durch die Ordnung, 
ferner vielleicht durch den ,, Ballungsgrad“ dieser Micelle unterscheiden, 
befriedigt deshalb nicht ganz, weil diese Hypothese das unterschiedliche 
Verhalten der beiden Substrate gegen warmes Wasser*, gegen Chemi- 
kalien und die viel gréBere mechanische Festigkeit des Faserkollagens 
im Vergleich selbst zu gedehnter Gelatine wohl qualitativ aber nicht 
geniigend quantitati, erklart. Man neigt aus diesem Grunde wohl 
zu der Ansicht, daB im Kollagen im Gegensatz zur Gelatine verfestigende 
,,Netzbindungen“, hauptvalenzchemische Querverbindungen, zwischen 
den Polypeptidketten vorhanden seien, die beim UCbergang vom Kollagen 
zur Gelatine zerschlagen werden®. 

Man kann auch histologische Gesichtspunkte, das Vorhandensein 
von Hiillen und Scheiden, von quer die Fibrillen umschniirenden Faden, 
die bei der Quellung der kollagenen Faser deutlich sichtbar werden‘, 
fiir die Erklarung der gréBeren Resistenz des Kollagens mit heranziehen®. 

Noch mehr aber diirfte fiir die Verstindlichmachung der gréBeren 
Widerstandskraft des Kollagens und seiner gréBeren Festigkeitseigen- 
schaften im Vergleich mit denen der Gelatine die Fransentheorie leisten. 

Wir miissen uns nur den Ubergang des Kollagens zur Gelatine vor- 
stellen. Durch die energischen QuellmaBnahmen werden im Kollagen, 
wie ja schon friiher erwaihnt, Nebenvalenz- oder ahnliche Krafte, welche 
die Verbindung zwischen den Micellen herstellen, gelockert. Durch 


1 J. Eggert u. J. Reitstétter, Zeitschr. f. physik. Chem. 128, 375, 1926. 

2 Man mdge hier beriicksichtigen, da auch Gelatine eine gewisse Zeit 
der Durchquellung verlangt, ehe sie in warmem Wasser léslich wird. 

3 K. H. Meyeru. H. Mark, ,,.Der Aufbau der hochpolymeren organischen 
Naturstoffe’, 8. 227. Leipzig 1930. 

4M. Kaye u. D. Jordan Lloyd, Proc. of the Roy. Soc. of London, 
Serie B, 91, 293, 1924; R. O. Herzog, Zeitschr. f. angew. Chem. 39, 300, 1926. 

5 Vogl. Liesegangs Kolloidchem. Technologie, Gerberei, 8. 907. Dresden 
1927. Auch fiir die Cellulose werden neuerdings fiir die mehr oder minder 
leicht erfolgende Lésung nativer bzw. gereinigter Fasern ahnliche histo- 
logische Beobachtungen und Betrachtungen aufgenommen. K. Hess, 
O. Trogus, N. Liubitsch u. L. Akin, Kolloid-Zeitschr. 51, 89, 1930. 

Biochemische Zeitschrift Band 228. 98 
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Temperaturerhéhung, durch die Warmebewegung des Wassers und der 
gelockerten Molekilketten werden alsdann diese Fransenverbindungen 
zwischen den einzelnen Micellen getrennt, so daB die Micelle in 
wasseriger Dispersion auseinander schwimmen. Beim Abkiihlen des 
Sols lagern sie sich vermége der Fransenverbindung wieder an- 
einander. Es ist nur zu begreiflich, dab diese zufallige, regellose 
Verbindung der einzelnen Micelle nicht mehr die gleiche Festigkeit 
aufweisen wird, wie die urspriingliche wachstumsmaBige, geordnete 
Bindung und Packung. 

Es ware zurzeit schwer, aus dem Réntgenbilde Schliisse iiber die 
Unterschiede der Bindungsfestigkeit der Micelle im Kollagen und in 
der Gelatine zu ziehen. Eine Aneinanderlagerung iiber langere Stiicke 
der Fransen im Kollagen, im Gegensatz zur Gelatine, in der nur kiirzere 
Stiicke einander beriihren, wiirde sich im Réntgendiagramm kaum 
bemerkbar machen. 

Trotzdem wollen wir einzelne ,,Hauptvalenzvernahungen™ (K. H. 
Meyer), welche quer zu den primaren Polypeptidketten verlaufen, 
nicht unbedingt ablehnen. Sie wiirden prinzipiell an unserem Schema 
nichts andern, das Bild wiirde dasselbe bleiben. 

Die graduelle Verwandlung der Kollagenfaser beim Aschern und 
Beizen in der Gerberei, die einen gelinden ,,Abbau‘, eine ,,Auf- 
lockerung, ,,Anpeptisation’!, darzustellen scheint, kénnen wir mit 
einer Lockerung der micellaren Verbundenheit gemaB unserem Bilde 
erklaren. 

Auch die anisodiametrische Quellung der kollagenen Faser in Saéuren 
und Alkalien im Gegensatz zur gleichmaBig nach allen Seiten fort- 
schreitenden Quellung der Gelatine wird verstandlich. Das massenhafte 
Einlagern des Wassers zwischen die parallel gepackten, aber losen Mole- 
kiilfaden (Fransen) in dem Kollagen-Micell wird einen Zug auf die 
starren Kristallite im Sinne einer Verkiirzung der Gesamtfaser bei 
gleichzeitiger Verdickung hervorrufen. 

Tatsachlich ist im Gebiet starkster lonisation und Quellung bei 
etwa py 3 die Verkiirzung am gréBten, und sie fallt bei Annaherung 
an pu 4 und den isoclektrischen Punkt des Kollagens rapide ab?. 

In den ungeordneten Micellaggregaten der Gelatine wird das 
Quellwasser sich jedoch gleichmaBig nach allen Seiten auswirken. 

Es ist vielleicht auch méglich, das sogenannte ,,Schnurren*’ der Sehnen. 
das Kontrahieren im heiBen Wasser oder iiberhaupt durch Erhitzen*® durch 


' KB. Stiasny, Collegium 1929, 8S. 609. 

2 A. Kiinizel, Collegium 1927, 8. 30. 

3 4. Rollet, Sitzungsber. d. Akad. d. Wissensch. Wien 30, 1859: Th. W. 
Engelmann, Pfliigers Arch. 7, 155, 1873; 8, 95, 1874. 
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einen Zusammenbruch der Faserstruktur infolge der Warmebewegung de 
lockeren Ketten zu erkliren. Das Wasser spielt bei diesem Vorgang be- 
kanntlich keine Rolle, eine Quellung findet nicht statt. Die ReiBfestigkeit 
langs der Faserrichtung bleibt bestehen. Die ,,geschnurrte*, d. h. kontra- 
hierte und verdickte Faser hat aber eine groBe elastische Dehnbarkeit in 
der Faserrichtung erhalten. 

Man kann sich vorstellen, daB infolge der Warmebewegung die ur- 
spriinglich parallel gepackten lockeren Fransen auseinander fallen, so dal 
die Kristallite Neigungen nach allen Richtungen erhalten. Die durch 
Partialvalenzen verursachte wachstumsmaéBige Bindung der Fiansen, 
welche die Verbindung der Kristallite untereinander sicheit, bleibt dabei 
jedoch bestehen. Legt man nun einen Zug an solch eine ,,geschnurrte“ 
Sehne an, so werden die Fransen stramm gezogen, bis die Kristallite wiede1 
ausgerichtet sind und bis ein fester Widerstand gegen weitere Dehnung 
sich bemerkbar macht. 

Wir verhehlen uns nicht, daB vorlaufig dieses Bild nicht restlos 
befriedigend alle Erscheinungen beim ,,Schnurren: kollagener Fasern 
erklart. Aber sehr gut im Einklang mit ihm steht der Befund, dab 
beim Schnurren der Sehne ihr Faserdiagramm verschwindet und 
dem ungedehnter Gelatine Platz macht, wie bereits in einer friiheren 
Arbeit! beschrieben wurde. Beim Anlegen eines Zuges oder bei der 
bekannten Spontanausdehnung formaldehydgegerbter Sehnen erscheint 
jedoch das Faserdiagramm vollkommen wieder. Auf die weitgehende 
Ahnlichkeit im Verhalten formaldehydgegerbter Sehnen und gedehnter 
formaldehydgegerbter Gelatine beim Schnurren und der Spontan- 
ausdehnung wurde in dieser alteren Arbeit bereits hingewiesen. 

Eine Folgerung miiBte wohl aus unserer Vorstellung iiber den Feinbau 
des Kollagen- und Gelatinemicells gezogen werden, dab nimlich die 
Hoffnung, den ,,kristallinen Stoff* aus diesen Produkten zu isolieren, 
illusorisch sein diirfte. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir fiir 
die Unterstiitzung dieser Arbeit unseren ehrerbietigsten Dank aus. 


' O. Gerngross u. J. R. Katz, Kolloidchem. Beih. 28, 376, 1926, Ambronn- 
Festschrift. 











Mikro-jod-bestimmung in organischen Substanzen. 


Ve yn 
L. Scheffer. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Pécs.) 


(Eingegangen am 24. September 1930.) 


Das Jod als biogenes Element gewinnt fast auf allen Gebieten der 
Biologie eine immer gréBere Bedeutung. Zur Aufklirung seiner Rolle 
ist es notwendig, tiber eine Methode zu verfiigen, die zur Bestimmung 
minimaler Jodmengen geeignet ist. Bei Untersuchungen iiber Fragen 
des Jodstoffwechsels, die ich mit Hilfe der iiblichen v. Fellenbergschen 
Mikromethode auszufiihren versuchte, konnte ich Erfahrungen sammeln, 
welche in Ubereinstimmung mit jenen von EF. Jochmann!, J. A. Hojer?, 
G. Pfeifer®, Reith* darauf hinweisen, daB auch dieser Methode gewisse 
Fehler anhaften. Diese Feststellungen lieBen es notwendig erscheinen, 
die einzelnen Phasen der Mikrojodbestimmung einer systematischen Be- 
arbeitung zu unterwerfen, und so versuchte ich, unter Beriicksichtigung 
der bisherigen Erfahrungen, eine Methode auszuarbeiten, die bei relativ 
kurzer Dauer eine Bestimmung kleinster Jodmengen mit geniigender 
Genauigkeit erméglicht. Im folgenden sei iiber die Ergebnisse dieser 
Arbeit berichtet. 

Die Methode zur Bestimmung des Jods zerfallt in drei Teile: 
a) die Veraschung der organischen Substanz; b) die Isolierung des Jods 
und ¢) die quantitative Bestimmung des Jods. 


a) Die Veraschung der organischen Substanz. 


Die Veraschung der organischen Substanz fiir die Jodbestimmung 
muB eine Asche liefern, in welcher das gesamte vorhandene Jod wieder- 
zufinden ist, wobei es gleichgiiltig ist, ob die Asche eine rein anorganische 
ist, oder aber noch organische Substanzen bzw. Kohle enthalt, vorausgesetzt, 


1 


E. Jochmann, diese Zeitschr. 194, 454, 1928. 
J. A. Hoéjer, ebendaselbst 205, 273, 1929. 
G. Pfeifer, ebendaselbst 195, 128, 1929. 
I. F. Reith, ebendaselbst 216, 249, 1929. 
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daB aus dieser Masse die vollstandige Extraktion des Jods méglich ist '. 
Zur Zerstérung der organischen Substanz im allgemeinen sind drei ver- 
schiedene Veraschungsarten ausgearbeitet worden: Die Veraschung durch 
einfaches Gliihen, d.h. auf trockenem Wege, die Veraschung auf nassem 
Wege durch Saéuren und die Veraschung durch Schmelzen mit basischen 
Stoffen. Wegen der groBen Fliichtigkeit des Jods ist eine Verbrennung 
der organischen Substanz auf trockenem Wege nicht durchfiihrbar. Dagegen 
sind fiir die Jodbestimmung sowohl saure wie basische AufschluBmethoden 
ausgearbeitet worden. 

Die Saureverbrennung der organischen Substanz fiir die Jodbestimmunyg 
hat zuerst Baubigny und Chavanne? angewendet, das Verfahren eignet 
sich aber nur fiir Makrobestimmungen. G. Pfeifer® hat in der letzten Zeit 
eine Methode beschrieben, mit welcher minimale Jodmengen bestimmt 
werden kénnen. Er arbeitet mit SaureaufschluB in geschlossenem System, 
wobei die Joddimpfe in Kaliumhydroxydlésung aufgefangen werden. 
(regen Veraschungen in geschlossenem System erheben sich nach v. Fellen- 
berg* einige Bedenken, die ich véllig bestaétigen kann. Solche Veraschungen 
scheitern daran, daB die Handhabung der Apparatur recht kompliziert 
und der Ablauf der Veraschung in jedem Moment sorgfaltig zu kontrollieren 
ist. Das Verfahren ist daher zu Reihenuntersuchungen ungeeignet. Die vor- 
gelegte Lauge wird gelbbraun und enthalt immer iiberdestillierte organische 
Substanzen, die spiter bei der Eindampfung und Extraktion stérend 
wirken. Es entweichen tibelriechende Gase und selbst Rauch; die Resultate 
fallen manchmal zu klein aus. E.Glimm und JI. Isenbruck® modifizierten 
die Pfeifersche Methode, ohne prinzipielle Anderungen durchgefiihrt zu 
haben. 

Die Veraschung unter Alkalizusatz hat eine viel gréBere Verbreitung 
gefunden: diese gehért zu den altesten Verfahren in der Biochemie des Jods®. 
Auf dieses Prinzip ist die Verbrennungsmethode von v. Fellenberg’ aut- 
gebaut, und dieses alte Verfahren ist auch von einer Reihe anderer Forscher 
iibernommen worden. Eine unter den von v. Fellenberg angegebenen Kautelen 
durchgefiihrte Verbrennung fiihrt aber nach v. Fellenberg®, Jochmann®, 
Hojer®, W. Roman®, Pfeifer® zu Verlusten. Wegen dieser Verluste haben 
die Forscher versucht, an der v. Fellenbergschen Verbrennungsmethode 
Verbesserungen durchzufiihren. Von diesen Arbeiten sind die von Joch- 
mann und Héjer von besonderer Bedeutung. Sie haben naimlich mit der Kin- 
fiihrung der konstanten Veraschungstemperatur fiir die Jodbestimmung 
eine prinzipielle Forderung realisiert. Jochmann kombiniert aber die bei 


! Siehe dazu Wadin Roman (unter Pincussen), diese Zeitschr. 207, 
416, 1929. 

2 Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. 1, Teil 3, 8. 476, 
1921. 

3 G. Pfeifer, |. ce. 

4 Th. v. Fellenberg, diese Zeitschr. 189, 371, 1923. 

5 Glimm u. Isenbruck, ebendaselbst 207, 368, 1929. 

® Th. v. Fellenberg, |. c.; Schmidt, Pharm. Chem. 1, 282, 1906; L. v. Chol- 
noky, Pharm. Zentralhalle 65, 457, 1924; R. v. Bodé, diese Zeitschr. 161, 
401, 1925. 

? Th. v. Fellenberg, |. c. 

8 ].¢.; Ascher-Spiro, Ergebn. d. Physiol. 25, 176, 1926. 
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konstanter Temperatur durchgefiihrte Veraschung mit einer auf offener 
Flamme, wodurch jeder Vorteil der im elektrischen Ofen ausgefiihrten 
Verbrennung verloren geht. Héjer, der ausschlieBlich mit Trinkwasser 
arbeitete, veraschte am Sandbad. Da jedoch sein Verfahren eine absolut 
anorganische Asche erfordert, so war das Fortsetzen der Verbrennung 
im geschlossenen System unentbehrlich, sobald die Substanz am Sandbad 
nicht vollstandig verascht wurde. 

Ich habe deshalb zuerst das Verhalten des Jods beim Gliihen in rein 
anorganischem System in Anwesenheit von Kaliumhydroxyd untersucht. 
2.5 cem einer 33%igen Kaliumhydroxydlésung wurden mit verschiedenen 
Jodmengen in Form von Kaliumjodid versetzt, eingeengt und 20 Minuten 
lang an einer offenen Flamme erhitzt. Nach Beendigung des Erhitzens 
wurde die Schmelze aufgelést, neutralisiert und das Jod nach L. Winkler! 
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengestellt. 





Tabelle I. 














Kleine Flamme Stirkere Flamme Starke Flamme (Rotglut) 
mg Jod mg Jod mg Jod 
zugegeben _ ~~ gefunden ~~ gugegeben ©) ‘gefunden zugegeben gefunden 
0,635 0,643 | 0,635 0,624 0,635 0,609 
0,635 0,638 0,635 0,609 0,635 0,624 , 
0,635 0,657 0,635 0,626 0,635 0,520 
0,635 0,634 0,635 0,618 0,635 0,583 | 
0,635 0,635 0,635 0,609 | 
0,635 0,630 0,635 0,594 
0,635 0,528 
0,635 0,523 
0,639 0,619 0.574 . 
+ 0,6 % — 31% — 9,6 % \ 
Derselbe ProzeB wurde mit Zugabe von 0,5 g frischem Froschmuskel . 
ausgefiihrt. Die bei Anwesenheit von organischer Substanz durchgefiihrten é 
Veraschungen gaben folgende Resultate: 
Tabelle 11. 
Kleine Flamme 
¢ 
: Zugegeben poms Zugegebeu ia . ‘ 
( 
0,635 mg Jod 0.611 0,254 mg Jod 0,248 I 
+ 0,5 g frischer 0,634 + 0,5 g¢ frischer 0,229 \ 
Froschmuskel 0,602 Froschmuskel 0,250 J 
0,592 0,232 
0,403 0,247 d 
0,601 0,240 li 
0,612 
0,580 0,241 
— 8,7 %, — 5,2 % L 
Die Veraschungen wurden in Eisen- oder Nickeltiegeln ausgeftihrt. J 
W 


1 L. Winkler, Pharm. Zentralhalle 68, 354, 1922. 
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Wie aus den mitgeteilten Daten hervorgeht, mu man bei ,,etwas 
starkerem Erhitzen‘* mit einem Verlust an Jod auch in rein anorgani- 
schem System rechnen. Bei Anwesenheit von organischer Substanz stellt 
sich ein Joddefizit so gut wie sicher ein. Es scheint, daB die Flichtigkeit 
des Jods in Anwesenheit von organischer Substanz zunimmt. 

Aus den mitgeteilten Versuchsdaten geht hervor, da der wesent- 
lichste Punkt der Veraschung die Feststellung jener Temperatur ist, 
bei welcher noch kein Jodverlust eintritt. Diese Temperatur ist bei 
den verschiedenen Jodbestimmungsmethoden nicht angegeben. Man 
kann selbstverstandlich nicht vom Schmelzpunkt des Jodkalis, welcher 
680°C betragt, ausgehen. Der Schmelzpunkt des Jodkalis! liegt 
namlich nur in dem Falle bei 680° C, wenn wir chemisch reines Jodkali 
erhitzen. Sobald aber neben dem Jodkalium auch andere Salze vor- 
handen sind, liegt bekanntlich? der Schmelzpunkt dieser Salzmischung 
unter dem des am schwersten schmelzbaren Bestandteils, oft sogar 
auch unter dem des am leichtesten schmelzbaren Salzes. Dies ist bereits 
der Fall bei einer rein anorganischen Salzmischung und gilt in noch 
héherem MaBe fiir solche Mischungen, welche auch; organische Sub- 
stanzen und Kohle enthalten?. Aus diesem Grunde erscheint die Auf- 
fassung von v. Fellenberg, wonach die Verfliichtigungstemperatur des 
in organischer Substanz enthaltenen Jodkaliums mit der des reinen 
Jodkaliums identisch sei, unhaltbar. Wie aus den Daten der Tabellen | 
und II hervorgeht, kann aus einer anorganischen Mischung (KOH + KJ) 
schon unter der Schmelztemperatur des reinen Jodkaliums Jod ent- 
weichen. Aus einer organische Substanzen enthaltenden Schmelze 
entweicht Jod sogar schon bei einer Temperatur, bei welcher in einer 
anorganischen Mischung (KOH + KJ) kein Jodverlust entsteht. 

Die Schmelztemperatur des KOH betragt 360°C: Da nun hier 
in der KOH + KJ-Mischung die Menge des KJ im Verhaltnis zum 
Kaliumhydroxydgehalt verschwindend klein ist, konnen wir annehmen, 
daB der Schmelzpunkt der Mischung ungefihr mit dem des Kalium- 
hydroxyds identisch ist. Da nun auch bei der organischen Veraschung 
das Verhaltnis der Mischungsbestandteile ein ahnliches ist, ist unser 
Ergebnis verstandlich, daB nimlich in diesem System bei einer ahnlichen 
Veraschungstemperatur, wie in reinem KOH + KJ-System, der 
Jodverlust ein noch gréBerer ist. Aus dem bisher Gesagten geht hervor, 
daB bei der organischen Veraschung die Temperatur unter 360° C 
liegen muB. Da wir aber die bei Anwesenheit von organischer Substanz 


! Beim Schmelzen des Jodkaliums findet nach Kohltoff (J..M. Kohito//, 
Die MaBanalyse 2, 277, 1928) eine Oxydation statt, wobei Hypojodit oder 
Jodat gebildet wird; zu gleicher Zeit scheint auch Jodwasserstoff zu ent- 
weichen; die Reaktion wird alkalisch. 
2 Nernst, Theoretische Chem. 1, 121, 1907. 
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herrschenden Verhaltnisse nicht genau kennen, laBt sich die Schmelz- 
temperatur nicht theoretisch feststellen. Ich versuchte deshalb auf 
empirischem Wege jene Temperatur zu bestimmen, bei welcher die 
Veraschung ohne Jodverlust ausgefiihrt werden kann. Die Veraschung 
muB also in einem System von konstanter und empirisch bestimmter 
Temperatur geschehen. Zur Einhaltung einer konstanten Temperatur 
eignet sich der Herdussche elektrische Ofen zweifellos am besten!, sie 
kann aber auch, wenn nétig, durch das von Héjer empfohlene Sandbad 
erreicht werden. Zu meinen Versuchen verwendete ich aus auBeren 
Griinden letzteres, dessen Temperatur zwischen 250 bis 300° C konstant 
gehalten wurde. 

Bei Veraschung organischer Substanzen ist noch zu beriicksichtigen, 
daB in der Schmelze sich auch Oxydationen und Reduktionen abspielen, 
die das weitere Schicksal der einzelnen Komponenten stark beeinflussen 
kénnen. Es ist namlich immer die Méglichkeit vorhanden, daB durch 
Auftreten von Spaltprodukten die Reaktion der Schmelze sich in der 
Weise verandert, dab ein Verlust an Jod zustandekommt. Die Asche 
organischer Substanzen gibt wie bekannt im allgemeinen eine 
alkalische Reaktion. Da, aus diesem Gesichtspunkt betrachtet, in der 
Substanz ein KationeniiberschuB vorhanden sein muB, kénnte man 
glauben, daB auch eine Veraschung ohne etwaige basische Zusatze 
ausgefiihrt werden kann, vorausgesetzt, daB richtige Veraschungs- 
temperatur eingehalten wird. Dies ist aber nur dann der Fall, wenn 
die Reaktion der Schmelze wahrend des ganzen Verbrennungsprozesses 
alkalisch bleiben wiirde. Aus diesem Grunde habe ich die Frage unter- 
sucht, ob nicht wahrend des Verbrennens eine Saiuerung der Schmelze 
eintritt? Ich habe deshalb sowohl das py also auch die titrierbare 
Aziditét des wasserigen Auszuges unserer Schmelze (5g trockene 
Leber) in den einzelnen Phasen der Veraschung bestimmt. Dabei 
hat sich herausgestellt, daB der filtrierte Auszug bis zur Verkohlung 
der Substanz gegen Rosolsiure und Methylrot ein py 6,5 bis 6,8 hat ; 
nach Erreichung der vollstandigen Verkohlung wird die Reaktion 
neutral und nach Erreichung der Veraschung alkalisch. Der vor der 
Verkohlung gewonnene wisserige Auszug der aus 5 g Trockensubstanz 
stammenden Masse verbrauchte 0,25 ccm n/10 Lauge. 

Aus den erwahnten Tatsachen folgt, daB zur Vermeidung des durch 
Sauerung erméglichten Jodverlustes ein UberschuB an Kationen in 
der Schmelze vorhanden sein muB. In dieser Hinsicht ist es wichtig, 
daB das zugesetzte Alkali nicht nur entstandene fliichtige Sauren zu 
binden, sondern auch die zu verbrennende Substanz zu durehdringen 
imstande sei. Dieser Umstand wird die Quantitaét und die Qualitit 


1 Siehe dazu EZ. Ernst u. L. Scheffer, Pfliigers Arch. 220, 658, 1928. 
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des Alkalis bestimmen. In qualitativer Hinsicht besteht die Forderung 
nach einer Lauge mit groBer Durchdringungsfibigkeit. Fir diesen 
Zweck ist die Kalilauge besonders geeignet. 

Alle diese Versuche zeigen, daB zur Erhaltung richtiger Resultate 
bei Veraschung organischer Substanz zwei Bedingungen erfillt werden 
miissen, namlich: 

1. Das Einhalten einer konstanten Veraschungstemperatur. 

2. Die Anwendung eines geniigenden Uberschusses an Kationen, 
und zwar an Kalilauge. 

Im einzelnen wird folgendermaben vorgegangen: 

Die organische Substanz wird zuerst bei Zimmertemperatur im 
Vakuum getrocknet und dann fein pulverisiert. Davon werden je nach 
dem erwarteten Jodgehalt verschiedene Mengen genommen. Aus Schild- 
driise geniigen 0,02 bis 0,05 g, aus anderen tierischen Organen | bis 3 g, 
aus pflanzlichen Materialien 5g. Es ist empfehlenswert, die tierischen 
und pflanzlichen Materialien vor dem Trocknen zu zerkleinern und 
in diesem Zustande zu trocknen. Zu Substanzmengen unter 1g 
wird man 15 bis 20 Tropfen 33°,ige Kalilauge geben, bei solchen 
unter 0,20 g reichen 10 Tropfen Kalilauge aus; bei Substanz- 
mengen tiber 1g wird man Icem Kalilauge und bei der Ver- 
aschung pflanzlicher Materialien noch 1 bis 2 cem gesittigte Pott- 
aschelésung zugeben. Wenn die Substanz von der Lésung nicht voll- 
stindig bedeckt ist, gibt man soviel Wasser hinzu, bis dies der Fall 
ist. Die so behandelte Substanz wird auf das Wasserbad gesetzt, dort 
zerflieBt sie und wird dann getrocknet. 

Die Veraschung wird wie erwahnt —- am Sandbad ausgefiihrt. 
Kleinere Substanzmengen —- etwa 0,20 bis 0,30 g trockene Substanz — 
werden binnen 3 bis 6 Stunden glatt verascht. Wenn gréBere Substanz- 
mengen vorhanden sind, wird die Asche noch reichlich Kohle ent- 
halten'. Die so gewonnene Asche wird mit 2 cem: gesiittigter, jod- 
freier Ammoniumcarbonatlésung behandelt, um alles Kaliumhydroxyd 
in Carbonat umzuwandeln. Nach Verjagen des Ammoniaks am Wasser- 
bad wird der Tiege] nochmals 5 bis 10 Minuten lang am Sandbad erhitzt, 
danach befeuchtet man die Asche mit Wasser, gibt 2 bis 5 cem Alkoho! 
zu, gieBt den Alkohol ab und wascht mehrmals mit reinem Alkohol 
nach. Der so gewonnene Alkoholextrakt enthalt alles Jod, das in der 
Substanz vorhanden war. Den Alkoholextrakt dampft man bis zur 
Trockne ein, wobei das Sieden des Alkohols unbedingt zu vermeiden 
ist, sonst kénnen Verluste an Jod eintreten. Die noch zuriickgebliebene 


1 Bei dieser Veraschung kann man durch Nitratzusatz eine voll- 
standige Verbrennung der Kohle herbeifiihren. 
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organische Substanz wird unter Zusatz von einem Tropfen Pottasche- 
lésung in Porzellantiegeln verascht, was binnen 10 bis 30 Minuten erfolgt. 
Die Veraschung tierischer Organe erfolgt auf diese Weise in 
der Regel vollstandig, auch wenn gréBere Mengen davon zur Ver- 
brennung kommen. Die vollstandige Verbrennung der pflanzlichen 
Materialien bietet dagegen gewisse Schwierigkeiten. Ich konnte aber 
ebenso wie Roman! feststellen, daB zur Extraktion des Jods eine voll- 
stindige Veraschung der Substanz nicht notwendig ist. Die noch 
reichlich kohlenhaltige Asche ist, falls sie mit Wasser und Alkohol in 
Wiarme behandelt wird, einer Extraktion zuginglich®. Es muB aber 
ausdriicklich betont werden, daB bei der ersten Extraktion zuerst mit 
Wasser anzufeuchten und nur nachdem das Jod mit Wasser mobilisiert 
ist, mit Alkohol auszuziehen ist. Die direkte Extraktion, selbst mit 
wasserhaltigem (80 bis 90°%,) Alkohol ist zu vermeiden. 


Wir haben die Veraschungen in Nickeltiegeln ausgefiihrt. Die 
zweite Verbrennung kann man in Porzellantiegeln vornehmen. Die 
gewonnene Asche wird zur Isolierung des Jods in folgender Weise 
weiter verarbeitet. 


b) Die Isolierung des Jods. 


Zur Isolierung eines chemischen Stoffes stehen drei Verfahren 
zur Verfiigung: die Ausfallung, die elektive Auslésung und die Aus- 
schiittelung. Bei Isolierung zur Jodbestimmung kénnen alle drei Ver- 
fahren in Betracht kommen. 


l. Die Ausfdllung des Jodids mit Silbernitrat in Form des unléslichen 
Silberjodids ist eine der altesten unter den Isolierungsarten des Jods. 
Die gewichtsanalytische Bestimmung kann man aber wegen der minimalen 
Menge des gesuchten Jods und der Anwesenheit anderer Halogene bei 
biologischen Mikroanalysen nicht durchfiihren. Es bietet sich aber nach 
R. v. Bodé*® auch die Méglichkeit einer titrimetrischen Bestimmung des 
Jods im Silberjodid in der Weise, daB man das in dem Silberjodid ent- 
haltene Jod mittels Chlorwasser zu Jodat oxydiert und dann in der iiblichen 
Weise bestimmt. Aus unseren in dieser Richtung angestellten Versuchen 
hat sich herausgestellt, daB in rein analytischem System das Jod des Silber- 
jodids nach R. v. Bodé quantitativ erfaBbar ist. Es treten jedoch bei Mikro- 
bestimmungen (Bod6 arbeitete mit Makrobestimmungen) der Anwendungs- 
mdglichkeit dieser Methode einige Schwierigkeiten entgegen. Es ist naimlich 
eine Bedingung fiir das Gelingen dieses Verfahrens, daB ein quantitatives 
Sammeln des Halogenniederschlags méglich sei. Dies ist ohne Anwendung 
von Filtrierpapier nicht gelungen. In Anwesenheit von Filtrierpapier muB 
man aber zur Oxydation des Jodids soviel Chlorwasser anwenden, daB 


1 W. Roman, |. ¢. 

2 EB. Wilke-Dérfurt u. H. Rémersperger, Zeitschr. f. anorg. u. allg. Chem. 
186, 159, 1929. 

3 R.v. Bod6é, diese Zeitschr. 160, 385, 1925. 


























Mikro-jod-bestimmung in organischen Substanzen. 433 


es mit dem nétigen kleinen Titriervolumen der Fliissigkeit nicht ver- 
einbar ist. 

2. Die Extraktion des Jodids aus Schmelzen und Wasser mittels Alkohol 
stellt ein recht altes Verfahren dar und wird auch heute allgemein gebraucht. 
Hierbei ist allerdings Vorsicht geboten. Das heute tibliche Extraktions- 
verfahren arbeitet mit Alkohol von 80 bis 95°,, und man will mit drei- 
bis viermal 3 ccm Alkohol aus groBen (4 bis 8g) Salz- und Alkalimassen 
minimale Jodmengen herauslésen. Man mu8 in dieser Hinsicht auf die 
Versuche von Héjer' hinweisen, aus denen hervorgeht, daB die Extraktion 
in der iiblichen Weise ohne Verluste selten durchzufiihren ist. Orr, Gudden 
und Dundas? machen in ihrer Arbeit tiber den Jodgehalt englischer Trink- 
wiisser auf den Umstand aufmerksam, da8 die Extraktion des Kalium- 
jodids mit Alkohol aus groBen Salzmassen recht schwer ist, und deshalb 
haben sie vorgeschlagen, die Schmelze nach der ersten Veraschung zweimal 
mit je 10 ccm heiBen Wassers auszuziehen; bei der gew6hnlichen Methode 
wurden so beispielsweise im gleichen Wasser nur 0,25 y pro Liter Wasser 
festgestellt, wahrend die wiisserige Extraktionsmethode 4,32 y ergab. 
Treadwell® schreibt in seinem Lehrbuch fiir die Extraktion des Jods aus 
Wasser vor, daB man die bis zur beginnenden Salzausscheidung kon- 
zentrierte heiBe Lésung in das dreifache Volumen absoluten Alkohols gieBen 
muB, wodurch der gr6éBte Teil des Chlornatriums und andere Salze gefallt 
werden. Aus all diesen Daten geht hervor, daB8 bei Alkoholextraktion in 
Anwesenheit gréBerer Salzmengen (was im allgemeinem der Fall ist) die 
Jodide zuerst in Wasser gelést werden miissen. Meine eigenen Versuche 
gaben aihnliche Resultate, wie aus Tabelle IIT zu ersehen ist. 


Tabelle III. 





- . 3 Gefundene , 7 : Gefundene 
Zusammensetzung Extraktion Jodmenge Zusammensetzung Extraktion | jodmenge 
der Schmelze mit der Schmelze mit 
mg mg 


leem 33°%ig. 95°, iger 0,190 leem 33° ig. Wasser 0,244 
c ¢ KOH 


KOH Alkohol 0,196 + Alkohol 0,242 

+ 0,254 mg Jod 0,203 + 0,254 mg Jod 0,236 
0,197 0,241 
— 23% — 63°, 

2eem gesattigte 95° iger 0,236 2cem gesittigte Wasser 0,250 
K,CO, Lésung Alkohol 0,240 K,CO, Lésung + Alkohol 0,248 
+ 0,254 mg Jod 0,288 + 0,254 mg Jod 0,253 
0,238 0,251 
— 6,4% —16% 


Die Tabelle II] zeigt weiterhin, dab es empfehlenswert ist, das 
Jod immer aus einer Kaliumcarbonatschmelze zu extrahieren. 

Die Alkoholextrakte enthalten, selbst wenn die Schmelze ganz 
weiB geworden ist, immer organische Substanzen. Deshalb mul man 


4 1. ¢. 
2 Orr, Gudden u. Dundas, The Journ. of Hyg. 27, 197, 1928. 
3’ Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem. 22, 563, 1927. 
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die gewonnenen Extrakte verdampfen und den Rest gliihen. Dieser 
ProzeB ist so oft zu wiederholen, bis man eine rein anorganische Asche 
gewinnt. Man kann also eine fiir direktes Titrieren brauchbare Asche 
durch Alkoholextraktion nur in dem Falle gewinnen, wenn die Extrak- 
tion und die danach folgende Veraschung im Sinne T'readwells drei- 
bis sechsmal wiederholt wird!. Zur Vermeidung dieses langwierigen 
Prozesses habe ich nur einmal mit Alkohol extraliert, den Extraktions- 
riickstand in Anwesenheit eines Tropfens gesittigter Kaliumcarbonat- 
lésung am Sandbad gegliiht und das Jod aus der wasserigen Lésung 
dieses gegliihten Riickstands ausgeschiittelt. 

3. Ein weiteres Verfahren zur Isolierung des Jods ist die Ausschiitteluny 
mittels Schwefelkohlenstoff, Chloroform oder Tetrachlorkohlenstoff. Zu diesem 
Zwecke muB man zuerst eine Ausscheidung des Jods in elementarer Form 
herbeifiihren. Dies beruht auf der leichten Oxydierbarkeit des Jodwasser- 
stoffs durch salpetrige Saure: 

2HJ + 2HNO, = 2H,O0+ 2NO+ 2J. 

Eine auf diesem Prinzip beruhende elegante Methode, welche sich 
besonders dazu eignet, kleine Mengen Jod neben Chlor in Mineralwassern 
zu bestimmen, stammt von Fresenius?. Wir haben in unserer Arbeit im 
Prinzip diese Methode der Isolierung angewendet, die auch in Anwesenheit 
von organischer Substanz in der Schmelze eine vollstandige Extraktion 
und eine Titration im rem anorganischen System gestattet. 


Die gewonnene Asche wird in warmem Wasser gelést und viermal 
mit 2 bis 3 cem ausgezogen. Der wasserige Auszug wird in einen Scheide- 
trichter von etwa 30 ccm Inhalt filtriert. Nach Abkiihlung des Filtrats 
wird mit 5°,iger HNO, angesiuert, 2 Tropfen einer 5°,igen Nitrit- 
lésung zugefiigt und viermal mit je 1 ccm Tetrachlorkohlenstoff aus- 
geschiittelt. Es ist eine wichtige Forderung, mit HNO, und nicht etwa 


mit H,SO, anzusiuern’. 


c) Die quantitative Bestimmung des Jods. 

Das mit CCl, ausgeschiittelte Jod wird zu Jodat oxydiert. Zu 
diesem Zweck haben wir statt Chlorwasser nach Kohltoffs Vorschlag 
eine frisch bereitete Chlorkalklésung in Anwesenheit von Phosphor- 
sinre angewendet*. Dadurch wird eine Restoxydation vollstandig 
vermieden. ’ 

Die Tetrachlorkohlenstoffmenge gieBt man in eine Hagedorn- 
Jensensche Epruvette von gréBerem Typus5, in welche vorher 0,4 ccm 


tl. e. 

2 Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem. 2, 560, 1927. 
8 Siehe dazu Treadwell, |. c. 2, 560, 1927. 

4 Kohltof{f, Die MaBanalyse 2, 363, 1928. 

5 Hagedorn u. Jensen, diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 
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4n H,PO, und 0,4 ccm gesattigte Chlorkalklésung eingefiihrt waren. 
Dann wird gut umgeschiittelt, bis die eventuell vorhandene violette 
Farbung des CCl, verschwindet. Bei Jodmengen bis etwa 50 y reichen 
0.4cem Saéure und 0,4cem Chlorkalklésung aus; bei gréBeren Jod- 
mengen wird man natiirlich gréBere Mengen von diesen Substanzen 
nehmen. Nach der beendeten Ausschiittelung gibt man in die Epruvette 
4 bis 5ccem destilliertes Wasser und einebis zwei Bimsteinkérnchen 
und kocht die Lésung etwa 10 Minuten lang, bis ein Volumen von 
2 bis 3.cem erreicht ist. Die so erhaltene Lésung ist wasserklar und 
absolut anorganisch. Nach dem Abkiihlen fiigt man ein bis zwei 
Kérnchen Kaliumjodid hinzu und titriert nach einer Wartezeit von 
5 Minuten aus einer Mikrobirette mit n/200 bis n/500 Na, SOx. 


Eine Nachbliuung nach beendeter Titration kommt innerhalb 
20 Minuten nicht vor!. Ich konnte durch die Anwendung von Bimstein 
nie Stérungen beobachten. Es scheint, daB Bimstein nur bei Anwesen- 
heit von Spuren organischer Substanz eine Stérung verursacht. Einige 
unserer in dieser Weise mit Kaliumjodidlésung ausgefiihrten Be- 
stimmungen sind im folgenden tabellarisch zusammengestellt. 


Tabelle IV. 


Ausschiittelung und Oxydierung des Jods. 





Zugesetzte Jodmenge Gefundene Jodmenge 
mg , mg ; 

0,254 0,250 

0,254 0,254 

1,269 1,266 

1,269 1,263 
13,2 13,2 
13,2 12,8 
63,5 63.0 
63.5 62.5 


Es seien noch einige Bemerkungen zum Titrierfehler dieser Titration 
zugefiigt. .,Als Titrierfehler bezeichnen wir in erster Linie den Fehler, der 
dadurch entsteht, daB ein Indikator nicht genau im Aquivalenzpunkt 
umschlaigt, sondern etwas friiher oder spater.“* (Kohitoff*.) Nach Kohltof/ 
kann ‘der Titrierfehler in Prozenten nach folgender Gleichung ausgedriickt 
werden: 

T-F. — %:"2. 100%, 
vy. 


wo ¢, das Antangs-, 7, das Endvolumen, die Normalitat und a die Emp- 
findlichkeit des verwendeten Indikators fiir den titrierten Stoff (aus 


1 Vgl. Kohltoff, 1. c. 2, 335, 1928. 
2 Kohltoff, Die MaBanalyse 1, 108, 1927. 
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gedriickt in Gramm-Aquivalenten im Liter) bedeutet. Dieses a entspricht 
nach Kohltoff! in unserem Falle einer 1 . 10-5 n Jodlésung (15°C). Nach 
der obenstehenden Gleichung berechnet, ist der Titrierfehler beim Titrieren 
mit n/500 Na,S,O, und in 2 cem Volumen (¢,) der folgende : 


bei Bestimmung von 13,7 y J... +«+ s+ 4% 
os LS ere ere: i” 
i re is 3.2 y J 17% 
* ‘d 16 y J 28%, 


Der Titrierfehler ist negativ, d.h. beim Titrieren von Jcd verschwindet 
die blaue Farbe zu friih. Es sei noch darauf hingewiesen, daB der Tropten- 
fehler von N. Bjerrum? in entgegengesetzter Richtung wirkt und etwa die 
Halfte des Titrierfehlers ausmacht. 

Aus dem Gesagten geht hervor, daB bei einem Jodgehalt unter 3 y 
von einer quantitativen maBanalytischen Bestimmung des Jods nicht 
mehr die Rede sein kann. 

Einige Ergebnisse unserer Jodbestimmungen sind in Tabelle V 
zusammengestellt. 

Tabelle V. 


Jodbestimmungen in organischen Substanzen. 





Gefundene Jodmenge 


Zugesetzte i 
Organische Substanz Jodmenge m7 

y I. mt. 
0,5 g frischer Froschmuskel. . . . 254 252 256 
0,5g frischer Froschmuskel . . . 254 252 — 
0,20 g trockenes Fleisch . . . . . 13,2 12,0 12,9 
0,20 ¢ trockenes Fleisch .... . 13,2 12,2 12,7 
0,20 g trockenes Fleisch . . .. . 13,2 13,2 13,9 
0,20 g trockenes Fleisch .. . . . 13,2 13,7 13,2 
2,5 Liter Leitungswasser . . . . . — 11,2 11,1 
0,10 g Pulv. Thyreoid. Richter . . — 385,0 390,0 
5g trockener Kohl ....... — 6.5 6,6 
10g trockener Spinat. ...... — 31,1 28,9 


! Die MaBanalyse 2, 337, 1928. 
2 N. Bjerrum, Die Theorie der alkalimetrischen und azidimetrischen 
Titrierungen, 8. 74. Stuttgart 1914, zitiert nach Kohltoff. 
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Untersuchungen iiber die chemische Konstitution der Serum- 
und Organeiweibkorper. III. 


Von 
Alfred Blankenstein und Anton Fischer. 


(Aus dem Rheumaforschungsinstitut am Landesbad der Rheinprovinz in 
Aachen.) 


(Eingegangen am 25. September 1950.) 
A. Weitere Untersuchungen tiber die quantitative Verteilung der Eiweif- 
fraktionen im Serum. 

1. Wir haben in den ersten beiden Ver6ffentlichungen (1) (2) die 
quantitative Verteilung der getrennt dargestellten Eiweibkérper in 
sechs menschlichen Seren mitgeteilt: zunachst folgt hier noch eine 
weitere Analyse. 


7. Serum. 200 cem. 





Eiweiikérper Ges.-Gewicht Gewicht Tryptophan 

£ 0 0 sd 0 
Euglobulin + NaCl-Niederschlag . . 2.19 1,10 3,00 
BUOOE 5 wt te 2,00 1,00 2,40 
Pseudoglobulin + Saureniederschlag . 1,51 0,76 2,30 
Pseudoglobulinrest . ....... 1,29 0,65 1,70 
EE. kg 6 ke ees 6,39 3,20 0,71 
Saureglobulin IIT ......... 0,10 0,05 0,65 
Saurealbumin . So Ae ate oP 0,28 0,14 1,50 

GesamteiweibB. ....... 13,76 6,9 


Das Serum, das uns von Herrn Dr. Weil (Med. Klin. Diisseldorf) 
zur Verfiigung gestellt wurde, hatte einen normalen Tryptophangehalt 
2,2°.); die Senkungsreaktion war indessen stark beschleunigt. Da 


das Mengenverhialtnis der einzelnen Eiweibkérper von den bisher 
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mitgeteilten Seren (die alle von Personen mit normaler Senkungs- 
reaktion stammten) nicht wesentlich abweicht, so folgt daraus, dab 
in diesem Falle die Senkungsbeschleunigung nicht die Folge von Ver- 
ainderung der SerumeiweiBkérper (Globulinvermehrung) sein kann. 
Auf diese Méglichkeit wurde bereits friiher (3) hingewiesen. Der 
Tryptophangehalt der Fraktionen, der zwischen 3,0 und 0,65°, lag, 
bestatigte die Richtigkeit des Tryptophanwertes von 2,2°,, im Gesamt- 
serum. 


2. In einem weiteren Versuch wurde der EinfluB der Aziditét der 
zur Fallung benutzten Ammonsulfatlésung auf die quantitative Ver- 
teilung der resultierenden EiweiBfraktionen untersucht. Es war auf 
Grund friiherer Versuche (Tabellen Il bis IV der ersten Mitteilung) 
anzunehmen, daB bei saurer Reaktion stattfindender Fallung die Ver- 
teilung der Fraktionen abweichend sein wird. Selbst aus analytisch 
reinem Ammonsulfat hergestellte gesittigte Lésungen erwiesen sich 
uns gelegentlich als nahezu n/10 sauer. 


Zunachst haben wir ein Rinderserum teils mit neutraler Ammon- 
sulfatlésung (Teil A), teils mit n/10 schwefelsaurer Ammonsulfat- 
lésung (Teil B) fraktioniert, und die gewonnenen EiweiBkérper quanti- 
tativ dargestellt. 

Tabelle I. 





Teil A Teil B 
eanenneper Geek, Gewicht = Tyrosin Ges | Gewicht “ae Tyrosin 
u %o ee | Me & °lo % %p 
Euglobulin + NaCl- 

Niederschlag . . 2,1197 1,41 3,4 5,3 61,8980 1,26 3,4 5,1 
Euglobulinrest . . 11,0105 0,67 = 1,7 5,3 0,9774 0,65 | 1,7 5,5 
Pseudoglobulin + | 

Saureniederschlag 1,0425 0,69 1,54 5,7 38434 256 | 147 5,5 
Pseudoglobulinrest . 2,0007 1,33 1,7 6,2 21086 141 051 6,7 
Saureglobulin I. .| 3.5488 2,36 0,85 6,2  fehlt 
Saiureglobulin IT. . Spuren ® 
Siurealbumin . . . |Spuren * 

GesamteiweiB . . 9.7222 6,46 8.8224 5,88 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich, zeigen die Euglobulinfraktionen 
sowohl in bezug auf Gewicht wie auf Tryptophangehalt leidliche Uber- 
einstimmung. Bei der Pseudoglobulinfillung mit dem sauren Ammon- 
sulfat (Teil B) fiel dagegen bereits auch das ,,Saéureglobulin“ mit aus. 


Beim nachsten Versuch wurde ebenso verfahren; nur haben wir, 
wie in der ersten Mitteilung, das Pseudoglobulin mittels Na Cl-Sattigung 
getrennt. 
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Tabelle II. 
Teil A Teil B 
sisted Ps oD Gewicht Tryptophan Pen Gewicht Tryptophan 
%9 %o £ %lo %9 

Euglobulin + NaCl- 

Niederschlag . . 0,88 0,59 2,8 1,18 0,79 1,8 
Euglobulinrest . . 019 | 0,13 1,06 feblt -— 
Pseudoglobulin + 

NaCl-Niederschl. 0,82 0,55 1,35 5,57 3,71 1,48 
Pseudoglobulinrest . 0,04 0,03 zu wenig zu wenig 
Saureglobulin I. . 4,60 3,07 1,0 0,25 0,17 3,4 
Saureglobulin II. . | zu wenig zu wenig 
Saurealbumin . . . | zu wenig zu wenig 

Gesamteiweib . . 6,53 4,37 7,00 4,67 


Wie aus Tabelle I] hervorgeht, ergibt bei dem nachsten Rinder- 
serum die Fallung mit saurem Ammonsulfat bereits bei den Euglobulin- 
fraktionen abweichende Werte; auch hierbei failt die Hauptmenge des 
Saureglobulins bereits mit der Pseudoglobulinfraktion aus. 


Diese beiden Versuchs beweisen aufs eindringlichste, daB nur bei 
Benutzung genau neutraler Ammonsulfatlésung als Fiallungsmittel 
identische, vergleichbare Fraktionen dargestellt werden kénnen. Die 
Fraktionen, die mittels sauer reagierender Ammonsulfatlésung ge- 
wonnen werden, erweisen sich als Gemenge mehrerer Eiweibkérper. 


3. Zuletzt wurde die Verteilung der EiweiBkérper im Pferdeserum 
untersucht. Tabelle III gibt die Ergebnisse wieder. 


Tabelle IT]. 





FiweiBkérper Ges.-Gewicht | Gewicht Tryptophan  Tyrosin Cystin 
g Oly 0', Fo %o 

Euglobulin + NaCl-Nie- 

derechlag. .... 83,5838 1,43 3.4 6,1 1,0 
Euglobulinrest . . 2.1611 0,86 1.9 6,1 2.5 
Pseudoglobulin + Saure- 

niederschlag ... . 5,3672 2.15 2.6 6,1 2.0 
Pseudoglobulinrest. . . 3,6448 126 | 1,06 6,7 2.5 
Saureglobulin I. . . . 2,6010 1,04 Spuren 5,7 | 25 
Saureglobulin IIT . . . 1,2000 0,48 Spuren 6,1 4,0 
Saurealbumin. .... 0,0304 0,01 zu wenig zu wenig | zu wenig 

GesamteiweiB. . . . 18,5873 7,23 


Wahrend im Rinderserum die durch Saéure getrennten Pseudo- 
globulinfraktionen in bezug auf ihren Gehalt an Tryptophan identisch 
erscheinen, erweisen sich dieselben beim Pferd (und beim Menschen) 
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als chemisch differente EiweiBkérper. Die saurefillbare Fraktion des 
Pseudoglobulins stellt mit 2,15°,, die Hauptmenge der EiweiBbestand- 
teile des untersuchten Pferdeserums dar. Auffallend ist der geringe 
Gehalt der Saureglobuline an Tryptophan, sowie der verhaltnismaBig 
hohe Cystinwert simtlicher Fraktionen, mit Ausnahme des kochsalz- 
fallbaren Euglobulins, der ungefahr so hoch ist wie in der entsprechenden 
Fraktion aus Rinder- und Menschenserum. 


B. Weitere Untersuchungen iiber die chemische Konstitution getrennter 
Eiwei8kérper verschiedener Organe. 


Nachdem es uns gelungen war, aus Herz- und Skelettmuskel 
verschiedene EiweiSfraktionen zu isolieren (2), war es von Interesse, 
ebenso mit den Geweben anderer Organe zu verfahren. Um vergleich- 
bare Ergebnisse zu erzielen, wurden zunichst dieselben Ausziige 
(wasseriger Auszug, Soda- und Siureauszug und Riickstand) dargestellt. 
Von einer Darstellung der Salmiak- und Alkaliausziige wurde ab- 
gesehen, da dieselben sich bei der Analyse der Muskelfraktionen nicht 
als chemisch different erwiesen haben. Der wasserige Auszug wurde, 
wie friiher, durch Halbsattigung mit Ammonsulfat weiter fraktioniert. 
Eine weitere Trennung der Soda- und Saureausziige durch Neutrali- 
sierung oder Salzfallung ist uns nie gelungen. 

1. Niere. Nach Halliburton enthilt die Niere kein Albumin, 
sondern bloB ein Globulin und ein Nucleoproteid (4). Die Ergebnisse 
unserer Analyse gibt Tabelle IV wieder. 


Tabelle IV. 





Niere. 
EiweiBkirper N-Gehalt | Eiweif Tryptophan  Tyrosin Cystin 
mg %o % %lo lg 


1. Wasseriger Auszug 


a) Ammonsulfatfallung . 14,28 89,1 2,1 8,0 0,95 
ME Gy Ga 13,30 83,0 LZ 8,0 1,0 
2. Sodaauszug. ..... 10,36 64,6 1,35 6,7 0,9 
3. Siureauszug . . .. . | zu wenig _— 1,31 zu wenig , zu wenig 
4. Riickstand. 2... . 14,40 89,8 0,83 6,7 | 0,88 


Wahrend wir im Muskel drei chemisch verschiedene Fraktionen 
(zwei im wasserigen Auszug, eine im Riickstand) nachweisen konnten, 
dagegen Soda- und Saéureauszug mit der mit Ammonsulfat im wasserigen 
Auszug fillbaren Fraktion anscheinend identisch waren, so finden wir 
bei der Niere, daB Soda und Salmiakauszug zwar denselben Trypto- 
phanwert haben, jedoch von den anderen drei Fraktionen deutlich 
verschieden sind. In der Niere sind daher wahrscheinlich ebenfalls 
mehrere, mindestens vier, chemisch verschiedene EiweiBkérper vor- 
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handen, die sich von den Muskelproteinen durch niedrigere Tryptophan- 
werte unterscheiden. Auch mit den SerumeiweiBkérpern lassen sich 
die Nierenproteine nicht identifizieren, da dieselben wenig Cystin 
(wie die Serumglobuline), jedoch auch wenig Tryptophan (wie die 
Serumalbumine) enthalten. 


2. Leber. In der Leber wurden mehrere bei verschiedenen Tem- 
peraturen gerinnende Globuline [Plosz, Halliburton, Pohl (5)|, ferner 
Albumine und Nucleoproteide nachgewiesen. Unsere Analyse gibt 


Tabelle V wieder. 





Tabelle V. 
Leber. 
EiweiBkirper N-Gehalt Eiweif Tryptophan  Tyrosin Cystin 
mg 9 Fo 9 %lo 
1. Wasseriger Auszug 
a) Ammonsulfatfallung . 12,46 78,7 1,9 8,0 0,95 
MEY fg ee 5 0: 8 14,28 89,1 1,9 8.8 1,1 
2. Sodaauszug. ..... 11,9 74,2 1,1 8,0 zu wenig 
8. Saureauszug ..... 12,6 78,6 1.9 8,8 0,47 
4. Rickstand...... 10,08 62,4 0,95 8,0 0,87 


Wie aus Tabelle V ersichtlich, lassen sich auf Grund unserer 
Analysen nur ein relativ tryptophanarmer EiweiBkérper (Sodaauszug 
und Riickstand) und ein relativ tryptophanreicher (wasseriger und Saéure- 
auszug) als chemisch different ansprechen. Die Tyrosin- und Cystin- 
werte zeigen keine groBben Abweichungen; eine Identifizierung mit 
Serumproteinen ist auch bei den Leberproteinen nicht méglich. 


3. Lunge. Die Resultate der Analysen gibt die Tabelle VI wieder. 


Tabelle VI. 





Lunge. 
Fiweifkirper N-Gehalt | EiweiB Tryptophan Tyrosin Cystin 
| mg 9% ' Oo Ojo %o 
1. Wasseriger Auszug 
a) Ammonsulfatfillung . 13,58 84.7 , 2,13 5,7 Spuren 
|) Sen oe 93,2 1,6 6.6 0,5 
2. Soduauszug. ..... 12,60 78.6 1,8 53 1,25 
3. Saureauszug .... . 13,58 84,7 1,8 5,3 1,60 
4. Riickstand . . .... 13,72 85,6 0,9 3,3 0,65 


In bezug auf ihren Tryptophangehalt kann man in der Lunge 
drei Fraktionen unterscheiden: den mit Ammonsulfat fallbaren Teil 
des wisserigen Auszuges mit 2,13°,, den mit Ammonsulfat nicht 
fallbaren Teil, sowie die Soda- und Saéureausziige mit 1,6 bis 1,8°,, und 
endlich den Riickstand mit 0,9°,, Tryptophan. Auf Grund der Ver- 
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schiedenheit der Tyrosin- und Cystinwerte ist jedoch anzunehmen, 
daB der mit Ammonsulfat nicht faillbare Teil des wiasserigen Auszuges 
einerseits und die Soda- und Séureausziige andererseits chemisch ver- 
schieden sind. Es sind daher auch in der Lunge minderstens vier ver- 
schiedene Proteine vorhanden, die sich aber auch weder mit den EiweiB- 
korpern der anderen untersuchten Organe, noch mit den SerumeiweiB- 
kérpern identifizieren lassen. 


Zusammenfassung. 


A. Es werden weitere Analysen von EiweiBkérpern aus Menschen-, 
Rinder- und Pferdeblut mitgeteilt; ferner wird auf die Wichtigkeit 
der EiweiBfallung mit genau neutralisierter Ammonsulfatlésung hin- 
gewiesen. 

B. Es lieBen sich aus Niere, Leber und Lunge mehrere chemisch 
verschiedene Proteine darstellen, die mit den angewandten Methoden 
weder untereinander, noch mit den EiweiBkérpern des Serums oder 
der Muskulatur zu identifizieren waren. 


Literatur. 


1) Fischer u. Blankenstein, diese Zeitschr. 220, 380, 1930. — 2) Blanken- 
stein u. Fischer, ebendaselbst 224, 211, 1930. — 3) A. Fischer, Klin. Wochen- 
schrift 1929, Nr. 50, 8S. 2328f. — 4) 0. Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 
11. Aufl., 1926, S. 531. — 5) Ebendaselbst 8. 303. 














Uber das Wachstum des Aspergillus niger und den 
Kupfergehalt des Nihrbodens. 


Von 


L. K. Wolff und A. Emmerie. 


(Aus dem hygienischen Laboratorium der Universitat Utrecht. 


(Eingegangen am 27. September 1930.) 
Jes I 


Schon seit langerer Zeit! ist der eine von uns (Wolff) mit der Unter- 
suchung beschaftigt, inwiefern niedere Organismen Kupfer fiir ihren 
Stoffwechsel nétig haben. 

Den Ausgangspunkt dieser Untersuchungen bildete die allgemein 
bekannte Studie von Raulin®, der schon im Jahre 1869 einen optimalen 
Nahrboden fiir den Aspergillus niger beschrieben und unter anderem nach- 
gewiesen hat, daB eine Anzahl von Metallen, z. B. Zink, fiir das Wachstum 
dieses Pilzes nétig sind. Spater hat Bertrand® bewiesen, daB auch das 
Mangan fiir das Wachstum des Aspergillus niger notwendig ist. 


Die Schwierigkeiten einer solchen Untersuchung sind ziemlich 
groB. SchlieBlich konnte man auch bisher den Pilz nicht auf rein 
anorganischem Nahrboden wachsen lassen, und es ist auBerordentlich 
schwierig, die organischen Bestandteile eines solchen Nahrbodens 
von darin vorhandenem Kupfer véllig zu befreien. Ganz zu Anfang 
dieser Untersuchung hat der eine von uns (Wolff) einmal eine Kultur 
gehabt, die gelbe Sporen bildete; spiter konnten jedoch diese Unter- 
suchungen nicht mehr reproduziert werden. 


Das merkwiirdige daran war, daB eine Kultur, die man auf einem 
von Cu méglichst befreitem Nahrboden geziichtet hatte, nach der Ver- 
aschung dennoch deutlich nachweisbares Cu enthielt. 


1 Die ersten Untersuchungen hieriiber wurden 1924 begonnen. 

2 Raulin, Ann. d. Se. nat. 11, 93, 1869. 

3 Bertrand, C.r. de Acad. d. sc. 154, 381, 616, 1912; Bertrand-Javillier, 
ebendaselbst 152, 255, 1911; Ann. Inst. Pasteur, 26, 241, 1912. 
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1927 erschien die vorziigliche Abhandlung von H. Bortels iiber 
dieselbe Frage!. Es gelang Bortels, seinen Nahrboden durch Behandlung 
mit aktiver Kohle Cu-frei zu machen; er erhielt schlieBlich Kulturen, 
die gelbe Sporen bildeten. 


Bortels hat keine Analysen iiber das Vorhandensein von Kupfer 
in seinen Aspergillusernten mitgeteilt; wohl konnte er nachweisen, 
daB Hinzufiigen sehr kleiner Mengen Cu zum Nahrboden wieder Auf- 
treten von schwarzen Sporen verursachte. 


Uber die Untersuchungen des einen von ung (Wolff) wurde in der 
Ned. Vereenigung voor Microbiologie im Jahre 1928 kurz berichtet 
des Inhalts, daB die Versuche von Bortels nicht bestatigt werden konnten, 
daB hingegen aber auch, wie oben schon angefiihrt, seine Aspergillus- 
ernten stets noch Cu enthielten. Wir haben hier in Utrecht die Versuche 
wieder aufgenommen und nunmehr, unter Beachtung aller méglichen 
VorsichtsmaBnahmen, die Resultate von Bortels nicht nur bestatigen, 
sondern sogar noch ausdehnen kénnen?. 


Methodik. 


Man muB sich bei solchen Untersuchungen gut vor Augen halten, daB 
es sinnlos ist, von Lésungen zu sprechen, die frei von dem einen oder anderen 
Stoff sind; wir kénnen in einem bestimmten Falle nur sagen, daB wir den 
Stoff nicht mehr nachweisen kénnen. Will man also Resultate mitteilen, 
die auch fiir andere Forscher von Wert sind, dann mu8 man quantitative 
Angaben machen iiber die Menge des Stoffes, die noch vorhanden ist, oder 
vorhanden sein kann bzw. tiber die Genauigkeit der Analysen. Eine ,,Cu- 
freie Lésung*‘ bedeutet nicht mehr als eine Lésung, in der mit der an- 
gewandten Methode kein Cu mehr nachgewiesen werden konnte. 


Fiir die Bestimmung der Cu-Mengen, die in unseren Medien oder 
Aspergillusernten enthalten waren, haben wir diese stets in Quarzkolben 
mit H,SO, und HNO,, die aus Quarz iiberdestilliert waren, zerstért. 
Darauf wurde die Fliissigkeit in Quarzschalen eingedampft, mit H,SO, 
schwach angeséuert und einige Tage lang zwischen zwei Pt-Polen bei etwa 
70°C und 2,5 Volt elektrolysiert. Bei Vorhandensein von 5 y Cu (1 y 

1/900 mg) konnte noch ein hellroter Beschlag beobachtet werden; unter- 
halb davon blieb die Spirale blank. 

Trotzdem sind Lésungen, die weniger Cu enthalten, doch noch durch 
Elektrolyse von ihrem Cu gréBtenteils zu befreien. Man kann namlich 
,das unsichtbare“ Cu mit HNO, von der Spirale herunterlésen und hierin 
das Cu mittels einer kolorimetrischen Reaktion mit Urobilin, die der eine 
von uns kiirzlich beschrieben hat*, nachweisen. 


1 Diese Zeitschr. 182, 301, 1927. 

2 Nach Beendigung dieser Untersuchungen erschien eine Mitteilung 
von O. Metz (Arch. f. Mikrobiol. 1, 2. Heft, 196, 1930), die fiir uns jedoch 
keine neuen Gesichtspunkte eréffnete. 

3 Emmerie, Chem. Weekblad 27, S. 552, 1930. 
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Reines Urobilin (dargestellt nach Terwen!) wird in 96% igem, sehr 
reinem Alkohol gelést (5 mg in 100 ccm). Zu der Cu-Menge, die in 2 ccm 
Aqua dest. gelést sein mu, fiigt man in einem kleinen Reagenzglas von 
etwa 5ccm 1 Tropfen reines, 10 %iges Ammoniak und hierzu, je nach der 
Menge des vorhandenen Cu, 0,4 bis 2 cem der Urobilinlésung. Ist 0,2 bis 
1 y Cu vorhanden, so fiigt man 0,4 ccm Urobilinlésung hinzu, bei 1 bis 4 7 
leem, bei 5 bis 10 » 2 ccm. 

Mit Hilfe vorher fertiggestellter Vergleichslésungen kann man nun 
leicht die Menge des Cu bestimmen. DaS man auf diese Weise in einer 
zusammengesetzten Lésung tatsachlich das Cu bestimmen kann, beweisen 
die folgenden Versuche: 

Cu 8 0O,-Lésungen werden bei Anwesenheit von verdiinnter H,SO, bei 
70° © elektrolysiert. Nach beendigter Elektrolyse (3 Tage) wird die Pt- 
Spirale in HNO, gebracht, die Salpetersiure mit 1 Tropfen n/10 H,SO, 
abgedampft, der Riickstand in 2 ccm H,O + 1 Tropfen 10%iges NH, 
gelést und hierzu das Urobilin hinzugefiigt. 


Tabelle I. 


Cu-Lésungen in verdiinnter H,SQO, elektrolysiert. Nach Elektrolyse in 
HNO, gelést, neutralisiert und, wie oben beschrieben, behandelt. 





Ausgegangen von Zuriickgefunden 
0,2y Cu O01 y Cu 
Gs. » ae. « 
OS. « en 
oe 0,9, 
3407 Ag + 0.8, 0,9, 
60, Au+ O08, , OB. « 


Die Abweichungen betragen nicht mehr als 0,1 y Cu 


Gold- und Silbersalze, in — verhaltnismaBig zum Cu — gréBeren Mengen, 
beeintrachtigen die Bestimmungen nicht. So wurde z. B. gefunden, daB 
Mengen von 240 y Silber und 120 y Gold hinzugefiigt zu Cu-Mengen, die 
zwischen 0,2 und 1 y variieren, auf die Farbtiefe keinen EintfluB ausiibten 
und den Vergleich mit Standardlésungen des gleichen Cu-Gehalts nicht 
beeinfluBten. 

Hg beeinfluBt jedoch die Farbreaktion, es gibt ungefahr die gleiche 
Farbe wie Cu, wenn auch von sechsmal geringerer Intensitat. Durch Hinzu- 
fiigung von K J liBt sich jedoch der EintluB des Hg ausschalten. Hierdurch 
wird die Intensitaét der Hg-Urobilinreaktion, die vorher ?/, der CuUrobilin- 
reaktion betrug, auf !/,999 reduziert. 

Wenn also gleichzeitig kleine Hg-Mengen vorhanden sind (untersucht 
wurde etwa 200 y Hg), wird zu der Cu-Lésung 0,2 cem 20 °oige K J-Lésung, 
1 Tropfen 10 %iges Ammoniak und Urobilinlésung entsprechend dem vor- 
handenen Cu hinzugefiigt. In diesem Falle muB auch die gleiche Menge K J 
der Standardlésung hinzugefiigt werden. 

Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Hg und Ag lést man die entstandene 
HgJ-Triibung mit einen oder mehreren Tropfen gesittigter Na,S,0,- 
Lésung auf. Das Na,8,0, hat iibrigens keinen oder nur sehr geringen 


1 Terwen, Quantitatieve bepaling van urobiline en urobilinogeen in 
urine en faeces. Dissertation 1924. 
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Kinflu8 auf die Farbtiefe. Selbstverstandlich mu8 dann auch die Standard- 
Lésung Na,S8,0, enthalten. 

Die Ausfiihrung der Bestimmung geschieht dann, wie folgt: Zur Cu- 
Lésung (die also Ag + Hg enthalt) wird nacheinander zugesetzt: 0,2 ccm 
KJ-Lésung (20 %ig), 2 Tropfen NH, (10 °%ig), 1 Tropfen Na,8,0,-Lésung 
(ausreichend fiir 100 y Ag) und hierzu schlieBlich die Urobilinlésung. 

Bei allen unseren Untersuchungen haben wir vom Nahrboden 
nach Raulin Gebrauch gemacht, der das beste Wachstum fiir den 
Aspergillus niger verbiirgt. AuBerdem haben wir alle unsere Kulturen 
wenigstens 14 Tage, meist jedoch langer beobachtet. 


Der Nahrboden von Raulin besteht aus: 


BE 6th se ae ee 
ee a ae ee 70 g 
5 a 4 g 
ae ae ee 4 g 
Meeabter Ue. ss + 6 ee 0,6 g 
Ls se eee 0,4 ¢g 
Ee ae ee 0,25 g 
(NH,),580,. o wo 6)¢@ “a od 8 _ah 0,07 gz 
ee ee ae 0,07 g 
MI ar ou ie, ko a hh ip, on 0,07 g 
eS SS ee ee 0,07 g 


Zur Befreiung von Cu haben wir eine Methode befolgt, die in ver- 
schiedener Hinsicht von der von Bortels abweicht. Die anorganischen 
Salze fiir 11/, Liter Nahrboden wurden in schwefelsiurehaltigem Wasser 
gelést, auf 100 cem gebracht und diese Lésung etwa eine Woche bei 
etwa 70°C und 2,5 Volt zwischen Pt-Elektroden elektrolysiert. Ent- 
stand an der Elektrode ein sichtbarer Cu-Beschlag, so wurde dieser mit 
HNO, abgespiilt und hierauf die Elektrolyse fortgesetzt. 

Es ist tiberfliissig und sogar nicht erwiinscht, allzu reine Salze zu 
verwenden, da in diesem Falle Spuren von anderen Metallen fehlen 
kénnten, die fiir das Wachstum des Pilzes férderlich sind. Nach der 
Elektrolyse wird die Lésung mit Wasser verdiinnt, die gereinigte Wein- 
siure hinzugefiigt und mit sehr reiner Cu-freier Sodalésung auf das 
gewiinschte px gebracht. Das Wasser wurde stets zweimal destilliert, 
das letzte Mal aus einem Kolben aus Jenaer Glas. Das Glaszeug wurde 
auBerst sorgfaltig gereinigt und gedimpft. 

Der Zucker (Kandis) wurde mit gleichen Teilen Wasser gemischt 
und der 50 °,,ige Sirup zweimal mit 1°, Supra-Norit behandelt. Darauf 
wurde der Sirup bis zur beginnenden Kristallisation eingedampft 
und nunmehr mit Alkohol gefallt; die Kristalle wurden abgesaugt und 
getrocknet. 

Die Weinséure (Kahlbaum, puriss. pro an.) wurde in 20° iger 
Lésung zweimal mit 1°, Supra-Norit behandelt, bis zur Kristalli- 
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sation eingedampft, abgekihlt, die Kristalle abgesaugt und ge- 
trocknet. 

Diese beiden Lésungen (anorganische Salze + Weinsaure, Zucker- 
lésung) wurden getrennt bei 100° sterilisiert und erst nach dem 
Abkihlen zusammengegossen. 

Die urspriingliche Lésung von Raulin unterscheidet sich von der 
von uns gebrauchten durch das Vorhandensein einer gewissen Menge 
Na,SO,; wir haben uns jedoch davon tiberzeugt, daB Hinzufiigen 
dieser Substanz keinen EinfluB auf das Wachstum und die Sporenbildung 
des Aspergillus niger ausiibt. Hat man nunmehr eine Anzahl Kolben 
mit dem vom Cu befreiten Nahrboden gefiillt und hierauf den Asper- 
gillus niger geimpft, dann beobachtet man folgendes (der Brutschrank 
war auf die Temperatur von 32° eingestellt): 

Die Kultur wachst langsamer als auf einem gewoéhnlichen Nahr- 
boden, die Haut ist diinner und teilweise mit Fliissigkeit bedeckt. 
Jedoch wachst der Pilz in einigen (4) Tagen iiber die ganze Oberflache 
hin, und das Gewicht der Ernte nach 16 Tagen von verschiedenen 
Kulturen mit wechselndem Cu-Gehalt weist keinen ausgesprochenen 
Unterschied auf gegeniiber Kulturen, die auf dem gereinigten Nahrboden 
gewachsen sind. 

Es stellt sich jetzt jedoch heraus, daB die Kultur sogar nach 
16 Tagen vollkommen weiB bleibt oder, je nach der Menge Cu, die man 
hinzufiigt, gelbe, gelbbraune, dunkelbraune und schwarze Sporen 
bildet. 

Die Anzahl der Sporen, die bei Gegenwart von sehr wenig Cu 
gebildet werden, ist viel geringer als bei einer normalen Kultur; deutliche 
morphologische Unterschiede wurden bei der Kultur nicht beobachtet, 
nur haben wir zuweilen bemerkt, daB die schlecht ausgebildeten Sporen 
in der Kultur selbst wieder zu Faden auswuchsen, eine Erscheinung, 
die man als Degenerationszeichen beschrieben hat. Verascht man 
die Ernte von fiinf Kolben mit véllig weiBen, sporenfreien Kulturen 
auf die oben niher beschriebene Weise, elektrolysiert die Lésung und 
bestimmt dann das Cu mittels der Urobilinreaktion, so findet man, 
daB die Kulturen von 1250 ccm Nahrboden 1 y Cu, also pro Kultur 
0,2 » Cu enthalten. In 1250 cem Nahrboden (gemischt) wurde gleichfalls 
ly Cu gefunden, das ist pro 250 ccm (= eine Kultur) 0,2 y Cu oder 
pro Kubikzentimeter Lésung 0,0008 y. 

Die Frage, ob der Pilz fiir sein Wachstum Cu unbedingt bendétigt, 
war hiermit noch nicht gelést. Zwar haben wir feststellen kénnen, 
daB das Cu aus dem Nahrboden durch den Pilz absorbiert wird, auch 
haben wir gesehen, daB die Bildung von schwarzen Sporen vom Vor- 
handensein von Cu abhing, ob jedoch bei Abwesenheit von noch weniger 
Cu der Pilz iiberhaupt nicht gewachsen wire, hatten wir auf Grund 
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der bisherigen Versuche noch nicht entscheiden kénnen. Auf folgende 
Weise sind wir der Lésung dieser Frage niher gekommen. 

Ein Nahrboden, der von Cu so vollkommen wie méglich befreit 
war, wurde mit Aspergillus niger geimpft und 4 Tage im Brutschrank 
gelassen. Es entwickelte sich eine deutliche weiBe Kultur; darauf 
wurde die Fliissigkeit vom Pilze in einen zweiten Kolben iibergegossen 
und dieser wieder in den Brutschrank gebracht. Hierauf trat keine Ent- 
wicklung von neuer Kultur auf: die Fliissigkeit blieb frei von einer Haut. 

Es geniigte nun eine sehr kleine Menge Cu, um sehr schnell wieder 
eine Hautbildung zu erhalten, was auch ein Beweis dafiir ist, daB die 
Flissigkeit im tibrigen noch nicht erschépft war. Bei Hinzufiigen 
von 0,1 y Cu auf 90 cem Lésung wurden nach 5 Tagen weibe Stiicke 
Kultur beobachtet, nach 9 Tagen auch vereinzelte gelbe Sporen, nach 
13 Tagen auch einige braune Sporen. Fiigte man 0,2 y Cu hinzu, dann 
trat schon nach 2 Tagen Wachstum auf, und nach 5 Tagen zeigten sich 
gelbe und einige braune Sporen. Die Fliissigkeit, die man von der 
Kultur abgegossen hatte, enthielt also sicher weniger als 0,1 y Cu in 
100 cem oder weniger als 1 : 1000000000. 

In den Tabellen II und III ist das Verhalten der Lésungen noch 
einmal mitgeteilt im Zusammenhang mit Pilzwachstum, Sporenbildung, 
Cu-Gehalt und Kulturausbeute. 


Tabelle II: 


500 cem Kochkolben mit 250 eem Nahrboden, abgeschlossen mit Becherglas. 
Temperatur = 32°C. 





mene ‘tlie | Nach 4 Tagen Nach 6 Tagen Nach 8 Tagen 
0 y diinne weibe Kultur wenig verandert wenig verandert 
0,5, dasselhe etwas dicker * dasselbe 
dasselbe dasselbe | am Rand einige gelbe 
| Sporen 
Bs ziemlich dicke weiBe | dicke weife Kultur | hellbraune und gelbe 
Kuliur Sporen 
| a dasselbe dasselbe dasselbe 
2 dasselbe das:elbe einige Flecke 
schwarze Sporen 
50 , dasselbe Anfang schwarzer | teilw. mit schwarzen 
Sporenbildung Sporen bedeckt 
100 , dasse] be dasselbe dasselbe 
250 , dasselbe + verstreute beinahe voll voll schwarzer 
||  schwarze Sporen schwarzer Sporen Sporen 
500 dicke weibe Kultur ziemlich viel mehr schwarze 
+ einige schwarze Spor. schwarze Sporen Sporen 
1000, dicke wei8e Kultur wenig schwarze dasselbe 
Sporen 
2500, dasselbe dasselbe dasselbe 


* Teilweise von iiberstehender Fliissigkeit bedeckt. 
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Tabelle II (Kortsetzung). 





Nach 11 Tagen Nach 12 Tagen Nach 16 Tagen 


Hinzugefiigt 
Cu 
0 + weibe Kultur unverandert weibe Kulturen 
0,5, einige gelbe Sporen mehrere gelbe gelbe Sporen 
Sporea 
Ds mehrere gelbe und voll gelber und voll gelber und 
hellbraune Sporen hellbrauner Sporen brauner Sporen 
a voll gelber und hell- — voll gelber + brauner dasselbe 
brauner Sporen Sporen 
= dasselbe dasselbe etwas brauner als bei 
By 
25 , Zunahme schwarzer voll schwarzer unverandert 
Sporen Sporen 
ae. dasselbe dasselbe dasselbe 
100) dasselbe dasselbe dasselhe 
250 , voll schwarzer Sporen dasselbe dasselbe 
500, Zunahme schwarzer voll schwarzer dasselbe 
Sporen + brauner Sporen 
1090 =, dasselbe dasselbe dasselbe 
2500 . dasselbe dasselbe dasselbe 


Tabelle 111. 


Trockengewicht der Kulturen, bestimmt durch Auspressen der Kulturen 
zwischen Filtrierpapier und anschlieBendes Trocknen bei 45° bis zur 
Gewichtskonstanz. 











Hinzugefiigt poe oy Hinzugefiigt pone 9 Hinzugefiigt po 4 
Cu Cu Cu 
£ £ 
0 ; 1,82 10 y 2.05 500 y 1,84 
0,5 . 2.02 25, 1,56 1000 , 1,60 
1 1,50 50, 1,73 2500 .. 2,09 
5 1,59 100 ,, 1,69 


Tabelle IV. 


Diese Tabelle enthalt die Cu-Mengen, die urspriinglich im Nahrboden vor- 
handen waren, sowie diejenigeh, die durch eine Aspergillus niger-Kultur 
daraus adsorbiert wurden. 
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Aus unseren Versuchen hat sich also mit Deutlichkeit ergeben, 
daB der Aspergillus niger sowohl fiir sein Wachstum wie auch fiir die 
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Sporenbildung Kupfer nétig hat, und zwar fiir das Wachstum wenigstens 
0,2 y, fiir die Sporenbildung wenigstens 0,3 y auf 250 ccm Flissigkeit. 

Fir die Bildung von schwarzen Sporen sind wenigstens 25 y pro 
250 com Nahrboden nétig. Die schwarzen Sporen treten am schnellsten 
auf bei 250 y Cu in 250 cem Nahrboden. 

Wir kénnen noch hinzufiigen, daB die Ziichtung des Pilzes auf 
Cu-armen Béden, wobei er nur wenige oder gar keine Sporen bildet, 
keine deutlichen Degenerationserscheinungen hervorruft; selbst nach 
viermaliger Uberimpfung von einem Cu-armen Boden auf den anderen 
bewahrte die Kultur ein gutes Wachstum und bildete sofort nach 
Hinzufiigung von mehr Cu wiederum schwarze Sporen. 
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Vergleichende Studien iiber die Wirkung des Lichtes 
und ansteigender Temperatur auf die C0,-Assimilation bei 
verschiedener Lichteinstellung. 


Von 
Karl Neydel. 
(Aus dem botanischen Institut der Universitat Halle a. d. 8.) 
(Eingegangen am 3. Oktober 1930.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Einleitung und Problemstellung. 


Die ersten modernen Untersuchungen, die angestellt wurden, um 
die Abhangigkeit der Photosynthese von der Temperatur festzustellen, 
stammen von Matthaei (1904). Sie fand als Ergebnis eine Optimum- 
kurve, deren gleichmaBigen Verlauf Lundegardh (1924) bestritten hat. 
Nun wendet sich in letzter Zeit die Schule Boysen-Jensen gegen Lunde- 
gardh und bestreitet den periodischen Verlauf der Lundegardhschen 
Kurven aus theoretischen Griinden (s. Miiller, 1928). Es sei nimlich 
denkbar, daB in diesen Kurven Unregelmabigkeiten, die bei be- 
stimmtem Ausma8 Nebenoptima anzudeuten scheinen, durch methodi- 
sche Mangel mitbedingt sind. 


Es erschien vorteilhaft, solche Fragen bei submerser Behandlung 
der Versuchsobjekte in Angriff zu nehmen. Dies rechtfertigt sich 
auch insofern, als die bisher bekannten Licht- und Temperaturassimila- 
tionskurven, in denen sich verschiedene ékologische Adaptionstypen 
der Lichteinstellung physiologisch kundgeben, fast ausschlieBlich an 
Landpflanzen gewonnen wurden. Gleichzeitig sollten durch Verwendung 
zweier Skologisch heterogener Typen in vergleichender Betrachtung 
MaBstibe zur Beurteilung der physiologischen Befunde gewonnen 
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werden. AuBerdem schien es zweckmabig, auch die Lichtabhangigkeit 
bei denselben Objekten zu studieren und die 6kologischen Einstellungen 
einander gegeniiberzustellen. Die Arbeit zerfallt danach in zwei Teile, 
von denen der erste die Lichtabhangigkeit, der zweite die Temperatur- 
abhingigkeit der Photosynthese behandelt. Als Schattenpflanzen 
diente der Farn Trichomanes radicans, als Starklichtalge SuBwasser- 
Cladophora von hellem Standort. 


Mit Riicksicht auf die natiirlichen Verhaltnisse submerser Ober- 
flachenpflanzen beim Temperaturanstieg des Mediums am Standort 
sollte anstatt der Ermittlung der streng physiologischen Temperatur- 
assimilationskurven die Wirkung des raschen und starken Anstiegs 
der Temperatur auf ein und denselben Assimilationsapparat in ihrer 
Abhangigkeit von der Lichtintensitét und von der ékologischen Licht- 
einstellung studiert werden. Trotz der Verschiedenheit der physiologi- 
schen Voraussetzungen bei ihrer Gewinnung gegeniiber den streng 
physiologischen Temperaturassimilationskurven war es immerhin még- 
lich, daB auch solche Assimilationskurven aus sukzessiver Einwirkung 
der Temperaturabstufungen einen wellenférmigen, mindestens einen 
unregelmaBigen Verlauf besiBen. Ein solcher ware dann natiirlich 
auch physiologisch beachtenswert. 


1. Teil. 
Versuche iiber die Lichtabhingigkeit der Photosynthese. 
I. Versuchspflanzen und Methodik. 


Zu meinen Untersuchungen dienten als Versuchspflanzen der Schatten- 
farn Trichomanes radicans, ferner verschiedene nicht naiher bestimmte 
Cladophoraspezies aus der Saale und aus Wassertiimpeln des Botanischen 
Gartens in Halle. Die Trichomaneswedel lieBen sich sehr gut submers 
behandeln. Am natiirlichen Standort sind sie meist mit Regenwasser oder 
Tau benetzt, so daB sie gewissermaBen schon eine halbsubmerse Lebens- 
weise fiihren. Es kann an dieser Stelle nur kurz auf eine friiher veréffent- 
lichte Arbeit (Montfort und Neydel, 1928, S. 801) verwiesen werden, in der 
Bemerkungen iiber das Arbeiten mit Trichomaneswedeln zu finden sind. 


Da bisher Assimilationsuntersuchungen bei Schattenpflanzen unter 
der Landvegetation nur an stomatafiihrendem Material angestellt wurden 
und die Lichtabhangigkeit des Assimilationsapparats als solchen durch 
den komplizierenden Stomatafaktor wohl nicht immer richtig erkannt 
werden konnte, erschien der stomatafreie Schattenfarn Trichomanes radicans 
zu den Versuchen sehr geeignet. Fiir die Auswahl von Cladophora war 
maB8gebend das Verhalten der Chloroplasten (vgl. Senn, 1908). Es ist von 
dem der Landpflanzen und anderer Algen (z. B. Vaucheria) insofern ab- 
weichend, als eine Verlagerung hier nicht stattfinden kann. 

Als Ma8 der Assimilationstatigkeit diente die Zunahme des Versuchs- 
wassers an Sauerstoff, analog bei der Atmung die Sauerstoffabnahme. 
Die Verainderung des Sauerstoffgehalts wurde nach der Wincklerschen 
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Sauerstoffbestimmungsmethode (s. Alsterberg, 1926 und Schréder, 1926) 
festgestellt. Das Versuchsgeia8 war ein feldflaschenartiger Flachkolben 
aus Glas, der einen Inkalt von etwa 250 ccm hatte. Als Versuchs- 
wasser diente abgestandenes Leitungswasser, das jeweils die zu den Ver- 
suchen benétigte Temperatur besaB. Um Vertikaldifferenzen in bezug 
auf den Sauerstoffgehalt des Versuchs- und Vergleich:wassers zu_ ver- 
meiden, wurden beide Wassermengen jeweils parallel vom Grunde der 
StandgeféiBe mittels einer Abzapfvorrichtung entnommen. 


Als Bezugseinheit der Assimilation wurde die Sauerstoffproduktion 
(oder der Sauerstoffverbrauch) in Kubikmillimeter O, pro Liter Versuchs- 
wasser/1 Stunde/1 g Frischgewicht benutzt. 


Die meist 1 Stunde exponierte Versuchskammer wurde nach einer 
halben Stunde kraftig umgeschiittelt, um fiir eine gleichmiBige Verteilung 
der Gase im Versuchswasser zu sorgen. Dabei wurde daraut geachtet, daB 
das Versuchsobjekt in der Kammer wieder in dieselbe Lage zum einfallenden 
Licht kam wie vor dem Umschiitteln. Nach Ablauf der Versuchszeit wurde 
die Kammer aus der Kiihlwanne herausgencmmen, kriaftig umgeschiittelt 
und sodann méglichst rasch mittels eines Hebers in enghalsige Flaschen 
von erheblich geringerem Inhalt umgefiillt. Bei der Fiillung dieser Flaschen 
wurde darauf geachtet, daB eine betriichtliche Menge des Versuchswassers 
iibertloB. Die im Versuchskolben iibrigbleibende Wassermenge wurde 
verworten. 


Bei den meisten Versuchen wurden — um individuelle Eigenheiten 
nach Méglichkeit auszuschalten — zwei Objekte derselben Art synchron 
exponiert. Wenn die Unterschiede gering waren, lieBen sich gut Durch- 
schnittswerte berechnen. Besondere Moditikationen der Versuchsanordnung 
sind bei den betreffenden Versuchen angegeben. 


Die Lichtmessungen wurden mit dem Eder-Hechtschen Graukeil- 
photometer ausgefiihrt. Auch die elektrischen Lichtquellen wurden mittels 
Photometer gemessen. Die dabei erhaltenen Werte sind deshalb nicht 
ohne weiteres ins Verhaltnis zu setzen zu den im Freien erhaltenen. Die 
elektrometrischen Methoden kamen wegen der umiangreichen und teuren 
Apparatur, die zu den Messungen noétig gewesen wire, nicht in Frage. 
Bei kritischer Handhabung (vgl. Dorno) ist die photochemische Graukeil- 
methode brauchbar. Zu den meisten Lichtmessungen wurde der Starkkeil 
(Keilkonstante = 0,305) benutzt. Auf die Fixierung des photographischen 
Papiers wurde verzichtet und die Ablesung bei stark abgeschwachtem, 
diffusem Licht vorgenommen. Innerhalb  sémtlicher Versuchsserien 
stammten die Papiere aus derselben Packung. 


II. Charakter der Tagesleistungskurven im Freien. 


l. Trichomanes. 


Die friiheren Untersuchungen, die bei verschiedenartigem Lichtgang 
angestellt wurden, haben ergeben, daB man zwei Typen von Leistungs- 
kurven unterscheiden mu8: Triibwetter- und Schénwetterkurven. Die 
ersteren sind verhaltnismaBig breitriickig und kommen den am natiirlichen 
Standort bzw. Kulturkasten im Gewiichshaus erhaltenen fast gleich, die 
letzteren sind ausgesprochene Optimumkurven (Montfort und Neydel, 
1928, S. 823). 
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2. Cladophora. 


Die Versuche wurden mit Material von verschiedener Lichteinstellung 
angestellt. Als Schwachlicht- (Schatten-)Material diente eine Algenwatte, 
die, aus méBigem Standortlicht stammend, einen Monat lang in gedimpftem, 
diffusem Licht kultiviert wurde. Das Starklichtmaterial entstammte der 
Bootswand eines Saalekahns, wo es direkt an der Obertliche wuchs und 
zeitweise Sonnenlicht bekam. Es sei zunichst eine Serie von triibem Wetter 
vorgefiihrt. Sie ist in der Abb. 1 als A; bezeichnet und mit drei Serien von 
Starklichtmaterial (A,, A, und A,) vereinigt!. Der breitriickigen Licht- 
kurve des triiben Tages, die nur kleinere ,,aufgesetzte“‘ Gipfel zeigt, ent- 
spricht eine breitriickige Leistungskurve. Zwar weist sie iiber die Mittags- 
stunden eine leichte ,,Delle‘ auf, doch diirfte diese kaum so aufgefaBt 
werden, wie die in starkem Licht oft angetroffenen mittiglichen Leistungs- 
depressionen. Einmal ist ihr Ausma8 dafiir viel zu gering; es bedingt 
namlich nur etwa 17%. Weiterhin erscheint ein Zusammenhang mit der 
zwischen 11/, und 15!/, eingetretenen Lichtabnahme wahrscheinlicher als 
eine photische ,,Inaktivierung“. Dafiir spricht vor allem die Gegeniiber- 
stellung mit den Leistungen des Sonnenmaterials. 
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Abb. 1. 
Tagesleistungskurven von Cladophora im Freien mit entsprechenden Lichtkurven. 
A, u. Ag = Starklichtalge an zwei aufeinanderfolgenden sonnigen Tagen. 
A 3 = Schwachlichtalge an triibem Tag. 
Ag = dasselbe Material wie bei A; an extrem sonnigem Tag. 
AssimilationsiiberschuB in mm’ 09/1 L/1 Std./1 g Frischgewicht. 


1 Samtliche Leistungskurven stellen Durchschnitte aus zwei Parallel- 
serien dar. 
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Die beiden Tagesserien A, und A, mit Starklicht-Cladophora von auf- 
einanderfolgenden sonnigen Tagen sind in der Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I (s. Abb. 1). 





Ass.-Werte in Relatives _Bes 
emm O,/1 L/1Std./lg}) Tem- | psonee : icht, %Es 
Datum Zeit "Wuisthwowiehe y a ———— Keilkonst. ges = 
Bieta lenin al | _ 0,305, EE" 
1928 | | Wattel | Watte 2 i oC | Milchglas a 7 
12. VI. 8h00’— 9h00’ 18450 13875 17-19 diffuses 25 16 150 

Licht 
9 11—10 11 25725 19290 ti 78 22 475 
10 283—11 23. 16675 17675 | bene 118 17 175 
11 55--12 55 12425. 96” | . - 118 11.000 
14 30--15 30 16350 13125 — 103 14750 
15 45—16 45 17475 13425 wenig direkte 29 15 450 

Sonne, trib 
werdend 
17 00—18 00 14975 16100 direkte Sonne, 14 15 525 
danach sehr 

triib 
18 15—19 15 6700 6200 Dammerung 5 6 450 
13.VI.. 740— 8 49 15350 16659 17-19 diffuses 29 16 000 

Licht 
8 50— 9 50 26959 26390 78 26 175 
10 02—11 02 22959 216% | er 118 22 275 
13 12—14 12 21775 19725 5 oe “ 118 20 750 
14 20-15 29 22275 19775 ea 118 = 21 025 
15 39—16 80 20500 22925 — 118 21 250 
16 40—17 49 18825 19600 68 19 200 
17 53 —18 53 8 900 _ diffuses 20 8 900 

Licht 


Hier sehen wir die Ausgangsleistungen schon in demselben geringen 
Licht gegeniiber der Schatten-Cladophora auf das 2,4fache erhéht. Der 
weitere Lichtanstieg von I 29 und L 25 auf L 78 bei Ay, also auf fast das 
Vierfache, wird zwar noch relativ gut ausgenutzt, so daB vormittiagliche 
Optimalleistungen in Héhe von etwa 26000 cmm O,/1 Liter/1 Stunde/1 g 
Frischgewicht (fiir 1g Trockengewicht der tiin‘fache Betrag) erreicht 
werden. Allein schon der weitere Anstieg von L 78 zu LZ 118 bedingt nicht 
nur keine weitere Ausnutzung der Energiesteigerung, erzeugt vielmehr 
einen deutlichen Abfall der Kurve. In der Serie A, ve: lauft dieser weiterhin 
bei stundenlang gleichbleibendem starken Sonnenlicht ziemlich tlach, 
wiahrend er bei A, ungemein steil ist «and fiir die Mittagsstunde 12 bis 13 Uhr 
das vormittagliche Leistungsoptimum auf beinahe 50° deprimiert. 


Wenn der weitere Verlauf der Kurven am Nachmittag bei A, und A, 
recht verschieden ist und nur bei A, ein deutliches zweites Optimum 
gegen Abend erreicht wird, so hangt dies, abgesehen von dem deutlich 
starkerem Ausma8 der vorangegangenen Depression wohl damit zusammen, 
daB bei A, die Lichtkurve viel friiher abfiel. Es konnte darum leichter zu 
einem erneuten Anstieg der Leistungskurve kommen als bei A,. wo die 
trotz anhaltend starken Lichtes erstaunlich hochgebliebene Leistung 
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schlieBlich von dem erheblich spéter einsetzenden starken Abfall des Lichtes 
herabgerissen wird. 

Um zu zeigen, daB Schatten-Cladophora durch besondere Umstinde, 
naimlich vorwiegend durch raschen und auSerordentlich starken Anstieg 
des Lichtes an extrem sonnigen Tagen sowie durch innere zellphysiologische 
Umstinde, die noch nicht durchschaut sind, auffallend niedrige Leistungs- 
kurven liefern kénnen, ohne da8 mit einem geringen AusmaS der Leistung 
etwa die Fahigkeit zur Reaktion auf den extremen Lichtanstieg wihrend 
der Mittagsstunden verlorengegangen wiire, habe ich noch eine weitere 
Serie (A,) in die Abb. 1 aufgenommen. Die zugehérige Lichtkurve konnte 
wegen ihres starken Anstiegs nicht eingezeichnet werden. Die Lichtwerte 
lagen waihrend der Mittagsstunden bei 1 180 und L190. Man erkennt 
deutlich die ,,Delle“ in der Leistungskurve. In ihrem tiefsten Punkte ist 
die Leistung des friiheren Optimums auf ein Drittel herabgesetzt, und der 
Lichtabfall am Spatnachmittag laBt die Alge beinahe wieder den Ausgangs- 
wert vom friihen Morgen erreichen. Es handelt sich um dieselben Algen- 
watten, die 10 Tage spiter an sehr triibem Tag (L 3) die Tageskurve A, 
lieferten. 

Beim Vergleich zwischen Sonnen- und Schatten-Cladophora ergibt 
sich folgendes: 

1. Bei Sonnenmaterial liegen die Assimilationskurven der Tages- 
leistungen (Assimilationstiberschu8) in dem 6ékologisch ,,entsprechenden“ 
Tageslauf des Oberlichtes erheblich héher als bei Schattenmaterial in 
,entsprechendem“ diffusem Lichte. 

2. Auch bei gemaBigtem Sonnenmaterial kénnen in starkem Sonnen- 
licht starke mittagliche Leistungsdepressionen auftreten. Ihr AusmaS 
scheint im allgemeinen geringer zu sein als bei Schattenmaterial. 

3. Im Vergleich zu dem extremen Schattenfarn Trichomanes sind die 
photischen Inaktivierungen in starkem Sonnenlicht aber selbst bei Schatten- 
Cladophora durchaus reversibler Art, und Veranderungen der Struktur der 
Chloroplasten treten nicht auf. 


Da die Frage der Entstehung der mittaglichen Leistungsdepressionen 
inzwischen von Montfort (1929, 1, 8.95) auf Grund seiner Fucus- und 
einiger Cladophoraversuche beleuchtet wurde und eine Klérung nur durch 
neue vergleichende Versuche zu erwarten ist, soll der Charakter der Tages- 
kurven submerser Pflanzen im Hinblick auf die Kostytschewsche Hypothese 
hier nicht naher diskutiert werden. Ich méchte nur bemerken, daB ich 
die eingipfligen Optimumkurven, die Kostytschew und seine Mitarbeiter 
bei Cladophora fanden, éfters in ganz ahnlicher Form bei bestimmtem Licht- 
gang antraf. 


III. Die Assimilationsleistungen bei anhaltendem gleichem Licht. 


1. Trichomanes bei niedrigem und héherem Licht. 


Wahrend die unter IT beschriebenen Versuche bei wechselndem Licht 
im Freien angestellt wurden und sich dort gezeigt hat, daB Assimilations- 
senkungen in hohem Licht bei beiden Typen auftreten, jedoch in ungleichem 
MaBe, wird hier mit elektrischem Licht gearbeitet, das stundenlang an- 
nahernd konstant gehalten werden kann. Besonders sollte die Frage geklart 
werden, inwieweit ,,Zeitfaktorwirkungen“* auftreten bei einer Licht- 
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intensitét, die schon starke Leistungen ermdglicht, ob der Gegensatz 
zwischen Trichomanes und Cladophora bei niedrigem Licht ausgeléscht 
ist und ob er bei einer Lichtsteigerung irgendwie in die Erscheinung tritt. 


a) Niedriges Licht. Am 22. Oktober 1928 wurden nachmittags 16 Uhr 
dem Gewachshauskasten zwei frische Trichomaneswedel entnommen und 
wahrend der Nacht in Leitungswasser aufbewahrt. Am folgenden Morgen 
wurden beide Wedel im Dunkelschrank synchron unter einer Zeiss-Lampe 
(relatives Licht 13,3; vgl. Abschnitt iiber Methodisches) exponiert. 


Tabelle II. 





Ass.-Werte in Relatives a re 
Daten) agg | MR OULLTSULAG tomperatur, yt, | Powers nas, 
acopegpesestinenpasitinaion 0,305, ohne ‘Wedel 2 
1928 Wedel 1 Wedel 2 oC Milchglas 

23. X. 8h00’— ghd’ 1580 1089 15—16 13,3 1335 
9 05 —10 05 2033 1694 1864 
10 10—11 10 1977 1489 1733 
11 15—12 15 1957 1613 1785 
12 20 —13 20 2137 1667 1902 
13 25 —14 25 1960 1936 1948 
14 30 —15 30 2060 1643 1852 
15 35 —16 35 1697 1294 1496 
16 40 —17 40 1870 1353 1612 
17 45 —18 45 1950 1643 1797 
Durchschnitt : 1732 


b) Héheres Licht. 
Tabelle III. 





wry - , — eniiinidieniite, 
¢ 9 /18td./lg |» sicht, soe 
Datum Zeit "ier icht . Temperatur Keilkonst. Wedel lun i 
a eae 0,305, ohne ae » _ 
1928 Wedel 1 | Wedel 2 0¢ Milchglas wane 8 
24.X.| 8hi8'— 9hi8’ 1737 1311 15-16 —etwa 40 1524 
9 23 —10 23 1800 1336 1568 
10 28 —11 28 1990 1447 . 1719 
11 38 —12 38 1990 1447 1719 
(12 58 —13 58 — 333 — 553 18 dunkel — 442) 
14 15—i5 15 2003 1557 15—16 etwa 49 1780 
15 20 —16 20 2087 1336 1712 
16 25 —17 25 2067 1429 1748 
Durchschnitt: 1681 


Beim Vergleich der Durchschnittswerte ergibt sich, daB die Licht- 
steigerung auf das Dreifache fiir Trichomanes ohne Einflu8 auf die Assi- 
milationsgr6Be ist. Zeitfaktorwirkungen treten auch bei Licht 40 noch 
nicht auf. 

2. Cladophora. 


Die zu den Versuchen benutzte Cladophora entstammte einem Tiimpel 
des Botanischen Gartens zu Halle. Nach dem Standort ist sie als ,,Sonnen‘- 
Alge anzusprechen. 


30* 
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a) Niedriges Licht. Tabelle IV. 
Ass.-Werte in Relatives : 
Datum Zeit Cm Tricbeowicnt & Temperatur a .——— ag 
is ceahaieeiaiaredidiiiniaitecaeaii | 0,305, ohne “ — und 
1928 Wattel | Watte2 || °C — | ‘Milehglas —* 
25. X 8h36’— 9h36' 3173 1531 15—16 13,3 | 2352 
9 41—10 41 1967 1993 1980 
10 48 —11 48 2063 2183 2123 
11 538 —12 53 2023 2183 2103 
(13 02 —14 02 — 510 — 310 dunkel — 410) 
14 05 —-15 05 2043 1903 13,3 1973 
15 10 —16 10 2003 2334 2169 
| 16 15—17 15 1870 2110 1990 
17 20—18 20) 1987 | 2286 2112 
Durehschnitt: 2100 
b) Héheres Licht. Tabelle V. 
Ass.-Werte in Relatives ee 
Datum Zeit “Sea B Temperatur —. ' peng 
Se a eae 0,305, ohne W atte § und 
1928 Wattel | Watte2 oC Milchglas es 
26. X.  8h20’— gh20’ 4689 5269 15—16 40 4975 
9 25 —10 25 5680 6097 5889 
10 39—11 39 5743 6886 6315 
11 35 —12 35 6363 7293 6828 
(12 57 —13 57 . — 949 — 699 dunkel — 815) 
14 10 —15 10 5520 6569 40 6195 
15 15—16 15 593 6534 6219 
16 2)—17 20 5963 6631 6297 
17 30 —18 30 5893 6155 6024 
Durchschnitt : 6094 


In deutlichem Gegensatz zu Trichomanes wird bei Cladophora mit 
der Steigsrung des Lichtes auf das Dreifache die Assimilation ebenfalls 
erhéht. Wie gut die Lichtsteigerung ausgenutzt wird, ersieht man bei 
Beriicksichtigung der von den Assimilationskurven umschriebenen Flachen : 
bei dem relativen Licht 13,3 umschlieBt die Kurve 37 qem, bei dem Licht 40 
dagegen 112 qem (theoretisch 111,2). 

Beim Vergleich mit Trichomanes tritt deutlich der Starklichtcharakter 
dieser Cladophora in Erscheinung. Sie ist imstande, das héhere Licht 
assimilatorisch vollig auszunutzen, wahrend Trichomanes die Energiezufuhr 
vollig ungenutzt 14Bt. Trotzdem treten auch bei Cladophora noch keine 
Zeitfaktorwirkungen auf, allem Anschein nach ist selbst das Licht L 40 
hierfiir noch zu schwach gewesen. Bei dem niedrigen Licht 13,3 ist der 
Unterschied in der spezifischen Assimilationsleistung zwischen Trichomanes 
und Cladophora weitgehend ausgeléscht. 

Die Einschaltung eines Dunkelversuchs mitten in der Assimilations- 
serie diente zur Ermittlung der Atmung, Klarstellung der Bilanzquotienten 
fiir die vorausgegangene und nachfolgende Stunde, sowie um zu sehen, 
ob die Unterbindung der Photosynthese, verbunden mit einem Abbau 
der Assimilate, sich irgendwie in der Intensitaét der nachfolgenden Assi- 
milationsleistung kundgéabe. 
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Tatsachlich zeigt aber der Vergleich der Leistungen vor und nach 
dieser Unterbrechung keine anderen Differenzen, als sie auch sonst innerhalb 
der aufeinanderfolgenden Expositionen vorkommen. Auf keinen Fall 
tritt eine Steigerung auf. Dies sei besonders hervorgehoben. 

Die Schwankungen diirften zum Teil auf der Inkonstanz der Licht- 
intensitaét beruhen, doch hat es den Anschein, als waren auch autonome 
Oszillationen der GO,-Zerlegung vorhanden, wie man sie neuerdings auch 
bei Landptlanzen beobachtet. 


IV. Vergleich der Tagesleistungen bei normaler Exposition und bei 
Einschaltung von Dunkelperioden. 
l. Trichomanes. 

Die folgenden Versuche sollten die Frage klaren, in welcher Weise die 
Intensitaét der Photosynthese bei mehrstiindig anhaltender und mehr- 
stiindig unterbrochener Leistung im natiirlichen Tageslauf des Lichtes 
beeintluBt wird. 

In der ersten Mitteilung (vgl. Montfort und Neydel, 1928, 8. 826) wurde 
festgestellt, daB in starkem Sonnenlicht erhebliche Senkungen der Assi- 
milationswerte auftreten. Die O,-Werte kénnen bei mehrstiindiger Be- 
strahlung eines Wedels schlieBlich negativ werden, wahrend ein ,,Stunden- 
Dunkelwedel“, wenn er nach stundenlanger Verdunkelung in das gleiche 
Licht gebracht wird, in dem der ,,Stunden-Starklichtwedel“ starke Hem- 
mungen erlitt, normal arbeitet (vgl. die Kurven der Abb. 9 und 10 auf 
8. 826/27 der genannten Arbeit). Entweder sind diese Inaktivierungs- 
erscheinungen der Chloroplastenfunktion reversibler oder irreversibler 
Natur. Eine extreme ,,Sonnenstichwirkung“ ist in der zitierten Arbeit 
auf §. 827/28 angegeben. Zum Vergleich mit den alsbald zu schildernden 
Cladophoraversuchen sei die graphische Darstellung jenes Versuchs mit 
Trichomanes aus der Abhandlung von 1928 hier vorangestellt. 
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2. Cladophora. 


Wie liegen nun die Verhialtnisse fiir eine Cladophora, die nach ihrem 
Lichtgenu8 am Standort héchstens eine gemdfigte Schattenpflanze dar- 
stellte?, Um diese Frage zu kléren, wurden einem an schattigem Ort des 
Laboratoriums stehenden Aquarium zwei Biischel Cladophora entnommen, 
die in ihrem natiirlichen Wasser (Saalewasser) etwa 10 Tage verweilt hatten. 
Die beiden Biischel wurden auf zwei Assimilationskammern verteilt und 
in filtriertem Saalewasser zunichst am Fenster des Laboratoriums auf 
ihre Assimilation hin untersucht, dann wurde getrennt in ,,Licht- und 
Dunkelwatte“. Die Expositionen wurden im Freien vorgenommen. Der 
Dunkelrasen gelangte immer nur fiir die jeweilige Assimilationspriifung 
1 Stunde lang ans Licht, waihrend der Lichtrasen dauernd belichtet war. 


Tabelle VI (s. Abb. 3). 





Relatives 

















_Original-Ass.-Werte a 
socks Zalt Bideninnasotl heme 
1928 Watte 1 Watte 2 oC mit Milchglas 
11. V. 7+ 00’— 8b 00’ 582 749 12 bis 13 9 
8 15— 9 15 497 — 38 
10 00—11 00 582 676 89 
13 05—14 05 53y 714 103 
16 00—17 00 496 729 63 
1000} ee 700 
Z a \ } 
rr \ 
800 a | } + + + Nt 80 
Le es ee ee ee 
500 nee aa No 3 
k Sj 
SA rs 
400 } oe se J Se 40 
/ 
/ 
/ 
200 72 oe + + 4 $ } } 20 
/ 
SswFtwntewe a st 8 
Tageszeit 
Abb. 3. 


Parallelversuch mit dauernd belichteter und jeweils nach einstiindiger Exposition verdunkelter 
Schatten-Cladophora. 
L = Lichtkurve. 1= dauernd belichtet. 2= mit eingeschalteten Dunkelpausen. 
Assimilationswerte wie in Abb. 2 pro Algenwatte. 


Man erkennt aus der Abb. 3 ohne weiteres, daB der dauernd dem 
starken Lichtanstieg ausgesetzte Rasen (1) gegeniiber dem jeweils nach 
einstiindiger Exposition wieder verdunkelten (2) durchaus keine Hemmung 
der Leistung erfahren hat. 
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Die Cladophora verhalt sich also in solchem Parallelversuch anders 
als die extrem schattenadaptierten Trichomaneswedel. Die Erklairung 
dieses Verhaltens diirfte wohl darin zu suchen sein, daB Cladophora an 
ihrem natiirlichen Standort in der Saale (Bootswand eines Fahrkahnes) 
bedeutend héheren Lichtintensititen ausgesetzt ist als Trichomanes am 
Standort im Zuchtkasten eines sehr schattigen Gewiachshauses. Dies 
stimmt mit dem Ergebnis der ékologischen Tagesleistungskurven iiberein, 
wo extreme Hemmungen — vergleichbar denen von Trichomanes — nicht 
auftraten. Zwei weitere Parallelversuche mit den gleichen Algenrasen 
zeigten dasselbe Ergebnis: weder bei schwachem noch bei starkem Anstieg 
des Lichtganges lieB sich eine Depression der Leistung gegeniiber der 
Vergleichsalge als Folge der dauernden Belichtung nachweisen. 

In einem weiteren Versuch mit zwei neuen Algenrasen zeigte die 
Leistungskurve der an klarem Tage dauernd exponierten Cladophora trotz 
sehr starker und von 11 bis 14 Uhr ungefahr konstant gebliebener Intensitat 
des Sonnenlichts wiederum eine breitriickige Gestalt. Das war gerade an 
diesem sehr hellen Tag um so auffallender, als die Kurve des Vergleichs- 
materials, dessen Fiiden zwischen den Expositionen jeweils am Standort 
verdunkelt wurden, vom Mittag an stark absackte. 

Es handelte sich bei diesen Versuchen iiber die Wirkung dauernder 
und durch Verdunkelung unterbrochener Expositionen nur darum, das 
friiher fiir den Schattenfarn Trichomanes niher geschilderte Phinomen des 
funktionellen ,,Sonnenstiches“, das sich auch zellphysiologisch verfolgen 
lieB und das nach Montforts spiteren Versuchen (1929) wahrscheinlich mit 
den Insolationswirkungen an extremen Schatten- und Tiefenalgen des 
Meeres iibereinstimmt (vgl. dazu auch Hhrkes Befund an Plocamium, 1929), 
durch den Vergleich mit einer Oberflachenalge des SiiBwassers zu beleuchten. 
Es wurden darum die Versuche mit Cladophora nicht naher variiert. Eine 
vergleichende Priifung von Cladophoraarten aus verschiedenem Standort- 
Lichtklima wird im AnschluB an diese Versuche von anderer Seite vor- 
genommen. 

I. Teil. 
Versuche iiber die Temperaturabhaingigkeit der Photosynthese. 
I. Allgemeine Bemerkungen iiber Temperaturkurven der CO,-Assimilation. 


Abgesehen von der veralteten Kreuslerschen Untersuchung stammen 
die ersten modernen Studien iiber Temperaturassimilationskurven von 
Matthaei (1904). Sie untersuchte die Abhangigkeit der Assimilation von 
der Temperatur bei Kirschlorbeerblattern nach der Kreuslerschen Methode. 
Als Ergebnis ihrer Versuche bei hoher Lichtintensitaét resultierte die in 
den meisten Lehrbiichern angegebene Temperaturkurve der Assimilation 
(s. Benecke, 1924, S. 211), die als Optimumkurve anzusprechen ist. Matthaei 
hat bereits darauf hingewiesen, daB die Lage des Optimums wie auch die 
Gestalt der Kurve von der verwendeten Lichtstarke abhingen. Auf die 
bekannte theoretische Analyse der Matthaeischen Optimumkurve durch 
Blackman (1905), der neben dem assimilationssteigernden ProzeB einen 
retardierenden, inaktivierenden annimmt, braucht nicht naher eingegangen 
zu werden. Wie Lundegardh (1924) hervorhebt, hat Matthaei mit zu groBen 
Temperaturintervallen gearbeitet (0,4, 8,8 bis 9,2, 11,4, 24,8 bis 25,2°), 
und es ist nicht ohne weiteres angéngig, dazwischen liegende Kurventeile 
(11 bis 25°!) zu interpolieren. Lundegardh betont gegeniiber Matthaei die 
Notwendigkeit sehr kurzer Expositionszeiten. Gewi8 bringt die Aus- 
dehnung der Versuchszeit auf eine und mehr Stunden bei Landpflanzen die 
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Gefahr einer Stomataverengerung mit sich, die sich in der Senkung der 
Assimilationskurve éuBern muB. Nach den Studien von Johansson (1926) 
geschieht dies auch bei Sonnenpilanzen, wenngleich in weit geringerem 
MaBe als bei Schattenpflanzen, und bereits bei méBig hohen Temperaturen. 
Der ,,Zeitfaktor* diirtte also in solchen Fallen ganz oder teilweise auBerhalb 
des eigentlichen Assimilationsapparats zu suchen sein. Beriicksichtigt man 
nun das in starkem Licht und bei Temperaturen von etwa 35°C in den 
Matthaeischen Assimilationskammern wahrscheinlich wirksam gewordene 
hohe Sattigungsdefizit der Luit, so gewinnt es den Anschein, als habe man 
mit den ,,Zeitfaktor*’-Kurven jener Versuche mit Prunus laurocerasus 
weniger die Temperaturabhangigkeit der Photosynthese als solche, als viel- 
mehr die Wirkung einer durch die Temperatur mittels der Stomata herbei- 
gefiihrten Verminderung der CO,-Zuiuhr auf den ProzeB ertiaBt. 


Auf der anderen Seite lat sich gegeniiber Lundegardhs Forderung der 
méglichst kurzen Versuchsdauer einwenden, es kénne bei stomatafreiem 
Material, das bei submerser Behandlung auch eine Wirkung allmahlichen 
Wasserentzugs auf den ProzeB der CO,-Zerlegung ausschlieBt, dkologisch 
geradezu wertvoll sein, mit einer ldngeren Expositionszeit zu arbeiten. 
Es wire ja denkbar, da8 ein photischer Einstellungscharakter von be- 
stimmter Temperaturabhingigkeit in der vergleichenden Betrachtung mit 
einem anderen Typus seine E'genart bei sehr kurzer Einwirkungsdauer 
der Abstufungen des Faktors noch gar nicht aéuBerte, wahrend dieser 
Charakter vielleicht gerade dann offenbar wird, wenn hinreichend Ge- 
legenheit zur Auswirkung reiner ,,Zeitfaktor“-Inaktivierungen gegeben ist. 
Wenn es also von den von Lundegardh betonten Gesichtspunkten aus 
nétig erscheint — was fiir gewisse rein physiologische Fragen unbedingt 
erforderlich ist —, den ,,Zeitfaktor*’ so weit als iiberhaupt méglich auszu- 
schalten, kann fiir gewisse Fragen der vergleichenden Physiologie und 
Okologie die Kenntnis seiner Wirkung auch im Bereich der Temperatur- 
assimilationskurven vorteilhai{t sein. 


Lundegardh findet bei niedrigem Licht, daB die Lage des Assimilations- 
optimums auf niedrigere Temperaturen verschoben ist (vgl. dazu auch 
Yoshii, 1928). Nach ihm entsteht eine Optimumkurve auch dann, wenn 
Licht oder Kohlen:aéure im Minimum sind. 

In auffalligem Gegensatz zu den Befunden von Matthaei und Blackman, 
die Temperaturass milationskurven von regelméBigem Anstieg erhielten, 
wurden von Lundegardh (1924) in Versuchen mit Kartoffeln und Tomaten 
erstmalig Temperaturkurven von ausgesprochen wellenformigem Verlauf 
entdeckt. Lundegardh unterscheidet bei Kartoffelblattern drei deutliche 
Optima (bei 10, 20 und 30°). Spitere Versuche mit Vicia faba (Walther, 
1927) und Zuckerriibe (Lundegardh, 1927) bestatigten die Ergebnisse von 
1924. Die Lage der Optima wird vom Licht- und CO,-Faktor bestimmt. 
Daneben éuBert sich der Einflu8 phanotypischer und wohl auch geno- 
typischer Anpassungen an die AuBenfaktoren (vgl. das Verhalten der 
Anemone silvestris gegeniiber der Zuckerriibe). Das ,,hohe‘‘ Optimum 
wird nur im Experiment erreicht (direktes Sonnenlicht und 1,22% COQ,), 
wihrend das mittlere als ,.Normaloptimum“ bei '/, Licht und 0,03% CO, 
auftritt. Wird das Licht auf '/,, gesenkt, so tritt bei der Kartoffel mit der 
allgemeinen Senkung der Temperaturassimilationskurve eine geringe Ver- 
schiebung des Normaloptimums nach niedrigeren Temperaturen auf. 
Lundegardh vermutet, daB bei noch stairkerer Abschwichung des Lichtes 
nur noch das erste, das niedere Optimum schwach in die Erscheinung trete. 











cC—l 


pl on | 

















Wirkung des Lichtes usw. auf die CO,-Assimilation. 463 


Lundegardh wertete die Ergebnisse seiner Temperaturversuche 
fiir die ékologische Pflanzengeographie aus. Er betont aber spiiter 
ausdriicklich, daB seine Schliisse ,,als Ausblicke auf mégliche ékologische 
Folgerungen zu betrachten sind. Die Biindigkeit der Ausblicke fiir 
andere Pflanzentypen als die von uns experimentell behandelten bliebe 
zu untersuchen’ (Lundegardh, 1927, S. 291). Uns interessieren hier 
vor allem die Folgerungen, die sich fiir heterogene Lichteinstellungen 
des Assimilationsapparats ergeben. Lundegardh kommt zu dem Er- 
gebnis, ,,daB im unteren Temperaturgebiet die Schattenvegetation relativ 
begiinstigt ist. Dies geht schon daraus hervor, daB die Assimilations- 
kurve im gedimpften Licht und bei der normalen Kohlenséurekonzen- 
tration der Luft ihr Optimum bei niedriger Temperatur hat. Sehen wir 
von der thermischen Wirkung des vollen Lichtes ab, so kénnen wir 
die Sache auch so ausdriicken, dab im unteren Temperaturgebiet die 
Lichtpflanzen den Schattenpflanzen nicht sehr iiberlegen sind: (Lunde- 
gardh, 1927, S. 292). 


II. Die Lichtabhdngigkeit der Wirkung starker Temperaturspriinge auf den 
AssimilationsiiberschuB. 


Schon nach den Ergebnissen der alteren Versuche von Matthaei (1905), 
vor allem aber nach den neueren Befunden von Harder (1924) und Lunde- 
gardh (1924) konnte erwartet werden, die Wirkung rascher und starker 
Temperaturerhéhungen aus der ékologischen Normaltemperatur um 10° 
und danach um weitere 10°C werde von der Lichtintensitaét bestimmt. 
Aus Harders Versuchen an submersen Wasserpilanzen, die er bei 4 bis 6° 
als ,,Kalte-‘* und bei etwa 18° als ,,Warmepilanzen“ kultivierte, ergab 
sich zudem die Abhangigkeit des Effekts von der moditikativen ékologischen 
Temperatureinstellung. Die Kaltepflanzen assimilierten in schwachem 
Licht — im Gegensatz zu den Wiarmeptlanzen — bei der héheren Tem- 
peratur nicht starker, vielmehr schwicher als bei der tieferen Temperatur. 
Erst in héherem Licht steigt auch bei den Kialtepflanzen die Leistung 
zwischen 8 und 18° an, doch verliuft die Kurve weniger steil als bei den 
Warmepilanzen. 

Da wir bisher nichts iiber die Wirkung solcher Temperatur- 
steigerungen auf lichtékologisch verschiedene Typen wissen, wurden 
Vergleichsversuche mit Trichomanes und einer Starklicht-Cladophora 
ausgefiihrt. Da die Temperatur! nicht iiber 33° gesteigert wurde, 


' Der CO,-Gehalt des Wassers war infolge der Temperatursteigerung 
sicher verschieden, in jedem Vergleichsversuch jedoch gleich. Es herrschte 
also fiir Trichomanes und Cladophora jeweils dieselhe CO ,-Spannung. 
Warburg betont den Einflu8 der ansteigenden Temperatur auf die CO,- 
Konzentration und die gegensétzliche Wirkung auf Carbonatgemisch und 
Lésungen von COQ,: ,,in beiden Fliissigkeiten andert sich die Konzentration 
der Kohlensiure mit der Temperatur, im ersten Falle steigt sie, im zweiten 
Falle sinkt sie, wenn die Temperatur steigt. Bei niedrigen Kohlenséure- 
konzentrationen miissen diese Anderungen beriicksichtigt und die beob- 
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traten keinerlei Schadigungen auf, und alle Serien konnten mit ein 
und demselben Wedel (Algenrasen) angestellt werden. 


l. Protokolle. 


Am 7. November 1928 wurden nachmittags dem Gewiachshauskasten 
eines Kalthauses ein Trichomaneswedel und einem Tiimpel des Botanischen 
Gartens ein Cladophorabiischel entnommen. Beide verbrachten die Nacht 
in Leitungswasser. An den folgenden Tagen wurden beide synchron bei 
13, 23 und 33° je 3 bzw. 2 Stunden lang exponiert, und zwar bei elektrischem 
Licht 5,4, 13,3 und 33, also von der relativen Intensitaét 1, 2,5 und 6,1. 


Die Intensitat 1 entsprach mittlerem diffusem Licht, die Intensitat 6,1 
schwachem Sonnenlicht. Die Serien mit dem Licht 2,5 und 6,1 wurden 
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Abb. 4. 
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achteten Assimilationswerte auf gleiche Kohlenséurekonzentration um- 
gerechnet werden.“ (1919, S. 258.) 

Bei Beriicksichtigung der 6kologischen Gegensatze zwischen Sonnen- 
und Schattenpflanzen, deren assimilationsphysiologische Auswirkungen 
man aber damals noch nicht kannte, erscheint es fraglich, ob eine Berechnung 
auf gleiche CO,-Spannung eine fiir die streng physiologische Temperatur- 
assimilationskurve erforderliche tatséchliche Ermittlung der Wirkung 
immer richtig zu ersetzen vermag. 
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mit Zwischenschaltung eines Ruhetages (vor der letzten Serie 2 Tage) 
angeschlossen. Bei Licht 2,5 und 6,1 wurden jeweils nur noch zwei ein- 


stiindige Expositionen vorgenommen. 


Tabelle VII (s. Abb. 4). 





Ass.-Werte in Durchschnitts- 


Datum Zeit “Tole Temperatur — werte 
}+— - — Licht — 
1928 Trichom. | Cladoph. °C bs Trichom. Cladoph. 
8. XI. 8hil’— 911’ 1558 1650 | 5,4 
9 15—10 15 1458 1695 | +413 (1) | 1518 1697 
10 2311 28 1589 1745 | 
11 48—12 48 1208 710 | 
12 59-13 59 ~=:1219 670 | + 28 1201 638 
14 07—15 07. 1175 535 | 
15 15—16 15 1047 220 | 
16 23—17 23 878 — 350 + 33 970 — 220 
17 28—18 28 986 130 | 
10.XI. 8 19— 9 49. 1897 5705) , aa | 18,8 . ” 
9 52-11 22| 1608 7115 | +19 | (25)) 1187 | 4274 
11 28—12 58 2064 5995 |. 4 pe ; 
13 03—14 38 2044 ©6390: | * 8 oF) a 
14 42—16 12 2708 5110 1, a: “ dines 
16 15—17 45 2317 | 4060 ; +8 ccna Wines 
13.XI. | 8 19—9 19 1236 6715 1). a, 33 - - 
9 27-10 27) 1458 | se45){ +13 | @1y) 19845 | 7480 
10 34—11 34 1708 8790 |), 6 = 7 
11 49-12 40, 1683 8495 | 7 23 1670 | 8642 
—15 2122 36 
14 10—15 10. 2122 6600 | +. 88 _ —_ 


15 19—16 19 1808 5715 


2. Besprechung der Versuche. 


Als erstes zeigen die Vergleichsserien, daB die Lichtsteigerung bei 
Trichomanes wenig ausmacht, dagegen von gréBter Bedeutung fiir 
Cladophera ist. Recht klar werden die Verhaltnisse, wenn man die 
Assimilationshemmungen bzw. Steigerungen auf die Ausgangs- 
leistungen bei 13 und 23° berechnet. Diese Beziehung ist in der Abb. 5 
dargestellt. Fiir das Verhaltnis 13 —> 33° ist im Auge zu behalten, 
daB hier kein unmittelbarer Temperatursprung vorliegt. 

Man sieht, wie mit steigendem Licht und steigender Temperatur 
die verschieden stark deprimierten Assimilationswerte ansteigen. Bei 
Trichomanes kann von dem Augenblick an, wo sich das Licht im 
Maximum befindet (Z 2,5), die Assimilation durch Erhéhung der 
Temperatur gesteigert werden. Bei Cladophora befindet sich das Licht 
hier noch im Minimum, deshalb ist bei der Temperatursteigerung von 
13 —> 23° oder 13 — 33° keine Assimilationserhéhung zu erreichen, 
sondern es wird nur die prozentuale Hemmung der Ausgangsleistung 
verringert. Die ungemein starke Hemmung der Assimilation bei der 
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Sonnenpflanze Cladophora gegeniiber dem ,,Skiophyten“ Trichomanes, 
besonders bei niedrigem Licht, ist offensichtlich. Ware mit noch 
héherem Licht gearbeitet worden, so wiirde bei dem Temperatur- 
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Abb. 5. 
Lichtabhingigkeit der Wirkung aufeinanderfolgender Temperaturspriinge bei Cladophora (1) 
und Trichomanes (2). 
Assimilationswerte bei den hiheren Temperaturen in Prozenten der Ausgangsleistung. 


sprung 23 —> 33°, wo selbst L 6,1 noch keinen Anstieg hervorzurufen 
vermag, vielleicht auch bei Cladophora eine Assimilationssteigerung 
zu verzeichnen gewesen sein, wie sie beim Temperatursprung 13 —> 23° 
im selben Licht erreicht wurde. 

Zusammenfassend kann man also sagen: 

Fiir gewoéhnlich stellt bei Trichomanes die Temperatur den ,,be- 
grenzenden“ Faktor dar, bei Cladophora hingegen das Licht, oder 
anders ausgedriickt: eine Steigerung des Assimilationsiiberschusses 
wird bei Trichomanes hauptsachlich durch Erhéhung des T'emperatur- 
faktors erzielt, bei Cladophora durch Steigerung des Lichtfaktors. 


Die Verhaltnisse erinnern an die von Willstdtter und Stoll (1918) bei 
gelbgriinen und chlorophyllreichen dunkelgriinen Sippen von Biumen 
ermittelten Unterschiede, die auf Unterschiede im Verhalten ,,proto- 
plasmatischer** Faktoren (Enzym) zuriickgefiihrt werden. Benecke sagt 
auf Grund jener Versuche: ,,... Unter bestimmten gleichen Bedingungen 
bedingt namlich bei den dunkelgriinen Pilanzen Erhéhung der Temperatur, 
nicht aber des Lichtes Erhéhung der Assimilation; Temperatur ist also 
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,begrenzender Faktor‘, wiaihrend umgekehrt bei den gelbgriinen Formen 
Erhéhung des Lichtes, nicht aber der Temperatur die Assimilation steigert, 
hier ist also Licht ,begrenzender Faktor‘“ (1924, 8. 213). 

Die mehrstiindig hintereinandergeschalteten Expositionen  er- 
lauben einige Bemerkungen iiber die Auswirkung des Zeitfaktors bei 
verschiedener Konstellation der Faktoren Licht und Temperatur. 

In dem schwachen Licht 5,4 (1) sind bei 13° die Leistungen in 
der dritten Stunde noch ebenso hoch wie in der ersten. Das gilt fiir 
Trichomanes wie fiir Cladophora. Bei 23° hat sich fiir den Farn hierin 
nichts geindert, wihrend die Alge, wie es scheint, eine langsame De- 
pression erfaihrt. Fiir 33° bleibt es angesichts der starken Zeitfaktor- 
hemmungen, die Matthaei beim Kirschlorbeer antraf, auffillig, dab 
Trichomanes den Wert der ersten Stunde in Héhe von 1047 in der 
dritten Stunde nur auf 986 herabsetzt. Nach den Versuchen von 
Johansson (1926) diirfen wir als sicher annehmen, da ein stomata- 
fiihrender Schattenfarn schon nach viel kiirzerer Zeit die Assimilation 
durch SpaltenverschluB stark herabgedriickt oder sogar voéllig unter- 
bunden haben wiirde. Der Vorteil des Arbeitens mit einem einschichtigen 
Blatt fallt hier stark ins Gewicht. 

Bei L 13,3 (2',fache Steigerung) scheinen auch bei 23° noch keine 
besonderen Zeitfaktordepressionen aufzutreten, wenigstens nicht in 
der zweiten Stunde. Erst bei 33° machen sie sich in staérkerem MaBe 
geltend. Man hatte nun annehmen kénnen, die Erhéhung des Lichtes 
auf das Sechsfache (L 33) wiirde sich bei 23 und 33° besonders stark 
im Zeitfaktor auswirken. Aber der Vergleich der Werte 1708 und 1633 
fiir Trichomanes und 8790 und 8495 fiir Cladophora (jeweils bei 23°) 
1aBt wenig davon erkennen. Bei 33° darf in dem starken Licht eine 
gleichmaBige Depression von 15°,, (Trichomanes) und 16’, (Clado- 
phora) in der zweiten Stunde als nicht gerade betrachtlich angesehen 
werden. Auch ist es angesichts der in starkem Sonnenlicht bei Tricho- 
manes manch:nal schon in der zweiten Stunde sehr krassen Leistungs- 
depression auffallig, daB unter der Lampe trotz Erhéhung der Tem- 
peratur auf 33° keine staérkere Zeitfaktordepression eintrat als bei 
der Starklichtalge. Doch bestatigt der Versuch nur die schon im ersten 
Abschnitt vorgefiihrten Erfahrungen mit kiinstlichem Licht. 


III. Der Charakter der Temperaturassimilationskurven bei sukzessiver 
Einwirkung der Temperaturabstufungen in beiden Richtungen. 


l. Vorbemerkungen. 

Die mittels starker Temperaturspriinge gewonnenen Erfahrungen 
iiber die Lichtabhangigkeit der Temperaturkurven des Assimilations- 
iiberschusses, die im zweiten Abschnitt besprochen wurden, lassen 
zwar in den Grundziigen eine Ubereinstimmung mit dem Verhalten 
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mancher Temperaturkurven aus den mittleren Temperaturbereichen 
erkennen, iiber deren Lichtabhangigkeit uns Lundegardh belehrt hat. 
Allein sie geniigen natiirlich —- ganz abgesehen von ihrem begrenzten 
Ausschnitt —- wegen der groBen Temperaturintervalle in keiner Weise, 
um eine Vorstellung von dem genauen Verlauf der Temperaturassimila- 
tionskurve zu vermitteln. 

Schon bei den bisher besprochenen Temperaturversuchen war in 
bewuBtem Abweichen von der physiologischen Forderung, wonach 
bei Konstanz der ibrigen AuBenfaktoren allein die Temperatur variiert 
werden soll, ein dkologischer Gesichtspunkt maBgebend. In freier 
Natur sind haufig Algen in Tiimpeln im Verlauf einiger Stunden sehr 
starken Temperatursteigerungen des Mediums ausgesetzt, ohne daf 
dabei die iibrigen, fiir die Intensitaét der Photosynthese so bedeutungs- 
vollen Faktoren, wie CO,-Gehalt, px und anderes mehr, konstant ge- 
blieben waren. Da ja in neuerer Zeit die rein physiologischen, d. h. 
ceteris paribus gewonnenen Temperaturassimilationskurven 6fter zur 
Erklarung pflanzengeographischer Erscheinungen herangezogen wurden, 
schien es nicht unwichtig, einer anderen Art von Temperaturkurven 
der Photosynthese einige Aufmerksamkeit zu widmen, bei der ein 
und derselbe Assimilationsapparat die Wirkung sukzessiver Temperatur- 
abstufungen aus einem weiten Temperaturbereich kundgibt. Es braucht 
nicht besonders hervorgehoben zu werden, daB soleche Temperatur- 
assimilationskurven nicht mit den bisher allein ermittelten und allein 
fiir ermittelnswert gehaltenen identisch zu sein brauchen. Auf der 
anderen Seite braucht man sich aber keineswegs streng an eine 
ékologische Auswahl des Materials und des Temperaturausschnittes 
zu halten, da es schlieBlich auch rein physiologisch, vor allem vom 
vergleichenden Standpunkt aus wichtig sein kann, die Wirkung fort- 
schreitend ansteigender oder fallender Temperaturen auf die Photo- 
synthese zu kennen, wobei die Verinderung der Temperatur vermittelst 
der Wirkung auf den Gasgehalt des Wassers keine rein thermische 
Beeinflussung des Assimilationsapparates darstellt. Insbesondere bei 
héheren Temperaturen wird man annehmen miissen, es kime der ver- 
minderte CO,-Gehalt stark zur Geltung, iiber dessen Bedeutung in 
Kombination von Licht und Temperatur die Arbeiten von Harder (1921) 
und Lundegardh (1921) AufschluB geben. 

Da es hier aus 6kologischen Griinden darauf ankam, jene kom- 
plexe Wirkung in Vergleichsversuchen mit denselben Wassern bei 
zwei heterogenen Typen kennenzulernen, die schon bei den gréberen 
Temperaturspriingen ihre Verschiedenheit auBerten, so wurde auf 
eine den CO,-Gehalt regulierende Zugabe von NaHCO, verzichtet. 
Es war beabsichtigt, dieselben Versuche mit konstantem CO,-Gehalt 
zu wiederholen, um die Bedeutung dieses Faktors kennenzulernen. 
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Allein aus auBeren Griinden muBte die Ausfiihrung dieser im Plan 
liegenden Serien unterbleiben. Lediglich gelegentliche Beobachtungen 
stehen zur Verfiigung. Ebenso muBte gegen den Willen des Leiters 
der Arbeit aus auBeren Griinden darauf verzichtet werden, den Serien, 
die die Temperaturwirkung auf ein und denselben Algenrasen bzw. 
Farnwedel priiften, solche an die Seite zu stellen, in denen von gleich 
vorbehandeltem Material fiir jeden Temperaturversuch ein besonderer 
Rasen bzw. Wedel verwendet wurde. 

Die Versuche wurden wie die zuletzt beschriebenen unter der Zeiss- 
Lampe bei zwei Lichtabstufungen vorgenommen. Die héhere Intensitit 
L 33 entsprach der dritten (héchsten) Intensitaét der vorstehend geschilderten 
Versuche, wahrend als schwiicheres Licht L 7,2 verwendet wurde. Dieses 
war also etwas stirker als das mit 1 bezeichnete Licht L 5,4 der friiheren 
Versuche. Um die Abhiangigkeit der Lage des Optimums von der Vor- 
behandlung, d. h. von extrem verschiedener Temperaturvorbehandlung zu 
ermitteln, wurden die Serien bei Cladophora sowohl mit steigender wie 
mit fallender Temperatur durchgefiihrt. 


2. Versuche. 
Trichomanes bei héherem Licht. 


Tabelle VIII. 





Relatives Licht, 


Datum Zeit cus Oni Lil BO. lg Temperatur Keilkonstante 
Frischgewicht : 0,305, ohne Mileh- 
1928 0¢ glas 
20. XII. 8h54’— Qh54’ 338 2 33 
10 05—11 05 2546 7 (4,6) 
11 10 —12 10 3646 12 
12 17 —13 17 2004 17 
13 22 —14 22 1556 22 
14 27 —15 27 2217 27 
15 41 —16 41 2517 32 


Cladophora bei héherem Licht. Die Versuchspflanzen, die aus einem 
Tiimpel des Botanischen Gartens stammten, hatten mehrere Tage im 
Aquarium verweilt, das im Laboratorium an einem kiihlen Ort stand. 

Versuch mit steigenden Temperaturen. 


Tabelle IX (s. Abb. 6). 








Ass.-Werte 9 Te ae 
Qo/1 L/1 Std./1g -m- cht, iota 
eee Zeit aerate be peratur Keilkonst. eames erte 
— - 0,305, ohne aus 1 und 2 
1928 Rasen 1 Rasen 2 oC Milchglas 
12. XIl.. 8459’— gh59’ 3165 3889 2 33 3527 
10 06 —11 06 3430 4511 7 (4,6) 3970 
11 12—12 12 4649 5493 12 5071 
12 17—13 17 4884 5693 17 5289 
13 25 —14 25 5376 6607 22 5991 
14 31—15 31 4222 4993 27 4607 


15 89 —16 39 3478 4086 32 3782 
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Im Gegensatz zu der eben angefiihrten Versuchsserie wird bei der 
folgenden Serie mit fallenden Temperaturen gearbeitet. Dasselbe Material. 


Tabelle X (s. Abb. 6). 





























ey > = 
c O,/1 L/L Std./1 = uicht, Durchschnitts- 
Datum Zeit "Pulcheretahh . A all Keilkonst. "weuls res 
Se le Se Pee 0,305, ohne 1 und 2 
1928 Rasen 1 Rasen 2 oC Milchglas 
14. XII.) 9h49’—10h49' 4676 5021 32 33 4849 
10 56 —11 56 5659 6429 27 (4,6) 6044 
12 02 —13 02 6076 7250 22 6663 
13 07 —14 07 6639 7450 17 7040 
14 19 —15 19 5789 6157 12 5973 
15 24 —16 24 4511 5307 7 4909 
16 33 —17 33 3119 3861 2 3490 
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Temperaturkurven des Assimilationsiiberschusses von Cladophora bei sukzessiver Einwirkung 
der Temperaturabstufungen in schwachem (JL 7,2) und stirkerem Licht (/ 33). 
1 und 2 = die beiden Parallelrasen; die Pfeile geben die Richtung der einwirkenden 
Temperaturen an. 
Assimilationswerte wie in Abb. 1. 
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Trichomanes bei schwachem Licht. Es wurde derselbe Wedel be- 
nutzt, der am 20. Dezember dem elektrischen Licht ZL 33 ausgesetzt war 
(s. Tabelle VITI). 

Tabelle XJ. 





Ass.-Werte in Relatives Licht, 


Detem Zeit emm 0,/1L/1Std.j1g _ Te™PeratUr kK oilKonst. 0,305, 
1928 Frischgewicht oC ohne Milchglas 
21. X11. | = 9h43’—10b43" 1379 2 7,2 
10 48 —11 48 1433 7 (1) 
11 52 —12 52 1579 12 
12 59 —13 59 1258 | 17 
14 04 —15 04 1342 22 
| 15 12—16 12 796 27 
} 16 16 —17 16 1139 32 


Cladophora bei schwachem Licht. Zu den wieder bei auf- und ab- 
steigenden Temperaturen vorgenommenen Versuchen dienten die Fiiden, 
die am 12. und 14. Dezember bei Licht 33 exponiert worden waren 
(s. Tabellen TX und X). 


Tabelle XII (s. Abb. 6). 





Ass.-Werte in = Relatives 
Datum emm O,/1 L/1Std./1g Tem- | Licht, Durch- 
Zeit Frischgewicht peratur Keilkonst. schnittswerte 
—_——~ 0,305, ohne | aus 1 und 2 
1928 Rasen 1 Rasen 2 oC Milchglas 
17. XII.. 9b27’—10h27’ 1927 2532 2 7,2 + 2230 
10 47 —11 47 1008 1754 7 (i + 1381 
11 56 —12 56 959 1411 12 + 1185 
13 OS —14 O08 786 889 17 + 838 
14 20 —15 20 332 789 22 + 561 
15 26 —16 26 111 96 27 + 104 
16 35 —17 35 — 405 125 32 - 140 


Tabelle XIII (s. Abb. 6). 





Ass.-Werte in a Relatives 
Hatem emm 02/1 L/1 Std./1g Tem- Licht, Durch- 
Zeit Frischgewicht peratur Keilkonst. schnittswerte 
—— 0,305, ohne = aus { und 2 
1928 Rasen 1 Rasen 2 oC Milchglas 
18. XII. 9h21’—10h21’ — 900 — 929 32 7,2 915 
10 36 —11 36 - 100 + 532 + 27 (1) + 216 
11 46 —12 46 - 900 1196 + 22 + 1048 
13 00 —14 00 + 951 + 1436 +17 1194 
14 22—15 22 + 1422 + 2296 12 + 1895 
15 46 —16 46 + 1727 + 2693 + 7 + 2210 
16 54 —17 54 + 1811 +. 2754 + 2 + 2283 


3. Beurteilung der Versuche. 

a) Gestalt der Kurven, EinfluB steigender und fallender Temperaturen. 
Wie man aus der Tabelle VIII sieht, steigt die Temperaturassimi- 
12° 


lationskurve von Trichomanes in stirkerem Licht bis , um dann nach 
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einem Abfall iiber 17° zu 22° sich allmahlich wieder zu heben. Es 
scheint hier ein ahnliches Verhalten vorzuliegen, wie es Stocker (1927, 
S. 374) bei den Flechten Lobaria und Umbilicaria gefunden hat. Wie 
auch Stocker meint, ist es vorléufig nicht méglich, eine physiologische 
Erklarung fiir das Entstehen der Maxima und Minima zu geben. Ubrigens 
deuten einige Beobachtungen darauf hin, daB die UnregelmaBigkeiten 
im Verlauf der Temperaturkurve bei Trichomanes nicht unter allen 
Umstanden so ausgepragt sind, daB man ein gesetzmaBiges Minimum 
im mittleren Temperaturgebiet allgemein annehmen miiBte. Es bedarf 
weiterer Versuche, um die Abweichungen festzulegen und zu erklaren. 

Die Abb. 6 zeigt Temperaturassimilationskurven von Cladophora, 
die stark an manche Lundegardhschen Kurven erinnern. Vor allem 
tritt die von ihm hervorgehobene starke Verschiebung des Haupt- 
optimums nach héheren Temperaturbereichen als Funktion der Licht- 
steigerung deutlich hervor. Schon eine 4!.fache Steigerung des 
schwachen Lichtes laBt die Leistungen fiir 22° (Normaloptimum) auf 
das Sieben- bis Achtfache ansteigen. Doch verliuft der Anstieg von 
2 bis 22° nicht gleichmaBig. In beiden Parallelversuchen tritt bei 12° 
eine UnregelmaBigkeit auf, die durch den anschlieBenden flachen 
Verlauf an ein ,,Nebenoptimum“ erinnert. Der Verlauf der Temperatur- 
kurven bei Trichomanes laBt in dem vorgefiihrten Fall Tabelle VIII ein 
Hauptoptimum bei erheblich tieferer Temperatur (12°) erkennen. 
Der oberhalb des zweiten Minimums bei 22° einsetzende Anstieg, dessen 
sicherer Abfall bei 35 bis 40° nicht gepriift wurde, spricht fiir die Méglich- 
keit eines starkeren Wellenverlaufs. Es wurde aber schon betont, daB 
auch regelmaBiger ansteigende Temperaturkurven zu erhalten sind. 
Auffallig bleibt der starke Gegensatz im Verlauf der Kurven zwischen 
der Starklichtalge und dem Schattenfarn bei niedrigem Licht. Wahrend 
bei Cladophora schon die Steigerung von 2 iiber 7 zu 12° den Assimila- 
tionsiiberschuB auf etwa 50°/, herabdriickt, liefert Trichomanes hier 
noch eine horizontale Kurve. Und selbst bei 22°, wobei die Alge eine 
Depression auf fast ein Drittel erlitten hat, halt der Farnwedel noch 
die Ausgangsleistung. Erst oberhalb 22° treten schwache Senkungen auf. 

Die Temperaturkurve fiir Cladophora bei dem schwachen Licht 
L 7,2 dirfte einigen Kurven von Landpflanzen entsprechen, die Lunde- 
gardh (1924, 1927) bei dem Licht 4/,, (des maximalen Tageslichtes) 
und einer CO,-Konzentration von 0,03", erhielt. Doch waren die 
Senkungen dort nicht so stark, und es traten meist noch Andeutungen 
des niederen Optimums auf. Hiervon war bei Cladophora nichts zu 
erkennen. Die geringe UnregelmaBigkeit bei 17°, die im Rasen | auf- 
trat, diirfte trotz ihres Zusammenfallens mit dem Hauptoptimum 
kaum beachtenswert sein. Méglicherweise nahern sich die Temperatur- 
kurven, die wir bei schwachem Licht erhielten, derjenigen, die Lunde- 
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gardh in der Darstellung der Abhangigkeit der Temperaturkurven von 
Licht und CQO, (vgl. 1924 und 1925, Abb. 40, 8S. 104) als hypothetische 
Kurve fiir noch schwacheres Licht (unter !/,,) und niedrigen C O,-Gehalt 
einzeichnete. Diese zeigt das von uns erhaltene Gefille und laBt jede 
Andeutung eines mittleren Optimums vermissen. 

Auf der anderen Seite geht aus der Lichtabhaingigkeit der Tem- 
peraturkurve bei der ,,Kaltepflanze** Anemone nemorosa (vgl. Lunde- 
gardh, 1927, Abb. 10, S. 294) hervor, daB schon bei Abschwachung des 
Lichtes auf !/,, (der maximalen Intensitét) sehr steile Abstiirze méglich 
sind. Freilich liegt der Temperaturbereich dieser Abstiirze schon 
jenseits der Optimaltemperatur, die hier bei der Frihjahrspflanze 
ungewohnlich niedrig liegt (15°). 

Da& schon so geringe Anderungen der Lichtintensitat den Verlauf 
der Temperaturkurve bei einer Starklichtalge in so starkem Mabe 
beeinflussen kénnen, ist dkologisch bedeutungsvoll. Da wir ja auf 
die Herstellung einer Konstanz der CO,-Spannung absichtlich verzichtet 
haben, gestatten die mit ein und denselben Algenfiden durchgefiihrten 
Versuche einen Schlu8B auf die Verhaltnisse in freier Natur bei starkem 
Anstieg der Temperatur nach kihler Nacht im Verlauf eines heiben 
und hellen Tages!. Nach den im ersten Abschnitt geschilderten Ver- 
suchen darf fiir Starklicht-Cladophora mit starker Lichtausnutzung 
gerechnet werden. Wie die Abb. 6 zeigt, wiirde ein erheblicher Tem- 
peraturanstieg im Verlauf einiger Stunden (etwa von 7 zu 17° oder von 
17 zu 22°) in schwachem Licht die 6kologischen Leistungen wahrscheinlich 
fortschreitend herabsetzen. Dagegen wird derselbe Anstieg der Tem- 
peratur des Tiimpelwassers in Verbindung mit starkem diffusem oder 
gar Sonnenlicht auBerordentlich starke Leistungsanstiege zur Folge 
haben. Wir miissen ja im Auge behalten, daB unser Licht L 33 noch 
weit unter der maximalen Intensitit des Mittaglichtes liegt. Bei solechem 
Licht wiirde der Anstieg der Temperaturkurve fiir eine Sonnen- 
Cladophora sehr wahrscheinlich noch viel steiler erfolgen. 

Es war von vornherein anzunehmen, da steigende und fallende 
Temperaturen verschiedene Kurven liefern wiirden. Es war daher 
iiberraschend, daB die. Wirkung fallender Temperaturen, wobei die 
Serie also mit einem starken Temperatursprung gegeniiber dem Aus- 
gangsmedium begonnen und die ,,Normaltemperatur“ erst nach mehreren 
Stunden erreicht wird, keine gréferen Abweichungen schuf. In der 
Abb. 6 sind jeweils beide Kurven mit Pfeilen angegeben. Ganz gleich- 
maBig tritt in beiden Rasen des Parallelversuchs bei fallender Tem- 


1 Jedoch besteht gegeniiber den Verhiltnissen in freier Natur noch 
immer der vielleicht nicht unwesentliche Unterschied, daB dort der Tem- 
peraturanstieg keine so krassen Spriinge macht wie hier im Experiment. 
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peratur eine Erhéhung der Kurve auf. Als zweite Wirkung fallt die 
Verschiebung des Optimums auf eine um 5° tiefere Temperatur in die 
Augen. Die Erhoéhung der Kurven fallt mit Annaherung an die tiefen 
Temperaturen wieder ab. Auch bei niedrigem Licht wird die Tem- 
peraturkurve durch Einwirkung fallender Temperaturen gehoben. Das 
AusmaB ist recht betrachtlich. 

Ein Vergleich mit der neuerdings von Ehrke (1929) vorgefiihrten 
Temperaturassimilationskurve einer Cladophora, von der er angibt, sie 
entstamme einem ,,stark belichteten Ort“, ergibt erhebliche Verschieden- 
heiten. Nach einem hohen Optimum bei 5 und 10° (vgl. Ehrke, Abb. 5, 
S. 633) folgt ein starker Abfall von etwa 50°/, bei 15°, der von einem er- 
neuten schwachen Anstieg bei 20% begleitet ist. Selbst wenn wir mit Hilfe 
der im vierten Abschnitt vorzufiihrenden Atmungsversuche zur besseren 
Vergleichbarkeit mit den Kurven von Ehrke die totale Assimilation be- 
rechnen, sind die Abweichungen sehr erheblich. Das kann aber nicht wunder- 
nehmen, da Ehrke mit einer Lichtintensitét arbeitete, die (mit 298 MK) 
sicherlich weit unter unserem Licht LZ 33 lag. Wenn aber jene Cladophora 
von stark belichtetem Ort bei jenem schwachen Licht denselben Kurven- 
verlauf lieferte, wie die aus 12m Tiefe stammende Rotalge Plocamium 
coccineum, so ist dies nicht leicht verstiindlich. Dagegen kénnte die Tem- 
peraturkurve von Trichomanes, mit ihrem Hauptoptimum bei 12°, einem 
Minimum bei 22°, auf das wieder ein kleiner Anstieg folgt, méglicherweise 
eine Verwandtschaft mit der Temperaturassimilationskurve von Ploca- 
mium besitzen. In beiden Fallen handelt es sich ja um extreme Schatten- 
pflanzen (Schattenfarn und Tiefenrotalge). Doch miiBte die Frage ein- 
gehender gepriift werden. 


Ass.-schwdcheres Licht 


b) Der Quotient fiir niederes und mittleres Temperatur- 


Ass.-starkeres Licht j 
gebiet. 
Fiir 7 und 12° ergeben sich folgende Werte: 
Trichomanes: 2546/1433 = 1,8 (7°) und 3646/1579 3,3 (12°). 
Cladophora: 4511/1754 = 2,5 (7°) ., 5493/1411 3,9 (12°). 


Fiir das mittlere Temperaturgebiet erhalten wir die Werte: 


Trichomanes: 1556/1342 = 1,2 (22°) und 2217/796 2,8 (27°). 
Cladophora: 6607/889 7,4 (22°) .. 4993/96 52 (27°). 


Schon die geringe Steigerung des Lichtes auf das etwa 4!.,fache 
1aBt den Unterschied in der Ausnutzung des Faktors in den beiden 
Temperaturbereichen hervortreten: im niederen Temperaturbereich 
schwache, im mittleren sehr starke Leistungsanstiege. Das gilt aber 
nur fiir die Starklichtpflanze Cladophora. 

Wir sehen also, da Cladophora als Starklichtalge dem eatremen 
Schattenfarn Trichomanes im unteren Temperaturgebiet nur sehr wenig 
tiberlegen ist. Die Uberlegenheit tritt aber im mittleren Temperatur- 
gebiet, in dem das Normaloptimum liegt, auBerordentlich stark hervor. 
Die obenerwaihnten Folgerungen Lundegardhs, die er auf Grund des 
Verhaltens seiner Starklichtpflanzen in schwachem und starkem Licht 
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in diesem Temperaturbereich sowie der von Johansson gepriiften 
stomatafiihrenden Schattenfarne ableitete, finden also durch unsere 
Gegeniiberstellung von Cladophora und Trichomanes eine volle Be- 
stétigung, obgleich, wie mehrfach hervorgehoben, die Versuchs- 
anordnung in diesen Versuchen von der jener Forscher erheblich abweicht. 

Tragt man die relativen Lichtwerte aut der Abszisse ab, so erhalt 
man aus den Tabellen XII und IX fiir den Cladophorarasen 2 cine 
Kurvenschar (Abb. 7), die vdéllige Ubereinstimmung mit der von 
Miiller (1928) fiir arktische Landpflanzen angegebenen aufweist. Darin 
kommt deutlich zum Ausdruck, dab mit steigender Lichtintensitat 
die assimilatorische Ausnutzung zugunsten héherer Temperaturen 
verschoben wird. 
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IV. Beobachtung;n iiber die Wirkung ansteigender Temperatur auf Atmungs 
intensitat und Stoffbilanz. 

l. Ergebnisse friitherer Beftunde iiber rein physiologische 
Temperaturatmungskurven an Algen, Flechten und Phanero- 
gamen. 

Eine Temperaturatmungskurve einer SiiBwasser-Cladophora, die die 
Temperaturwirkung auf véllig gleichmaBig vorbehandeltes Material angibt, 
verdanken wir Pldtzer (1917). Zwischen 5 und 25° (Bestimmungen in 
Intervallen von 5°) findet sie einen recht gleichmiéBigen Anstieg nach dem 
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van *t Hoffschen Gesetz. Die Abweichungen fiir Q,, von den Angaben 
Harders (1915) sind gering. Ebenso gleichmaBig verlauft der Anstieg nach 
Warburg bei Chlorella zwischen 10 und 30°, fiir das Seegras Hydrilla blieb 
Qo sogar in dem weiten Temperaturbereich von 7 bis 50° konstant 2,2. 
Wie der von Stocker (1927) an der Schattentlechte Lobaria ermittelte Abfall 
der Kurve zwischen 5 und 15° mit einem Nullwert bei 15° und nachfolgendem 
,normalen“ Anstieg zu erkliren ist, bleibt unklar. DaB Temperaturatmungs- 
kurven ahnlich wie Temperaturassimilationskurven einen wellenférmigen 
Verlauf annehmen kénnen, scheint auch aus den neuesten Befunden von 
Ehrke (1929) an Meeresalgen hervorzugehen. An Landpflanzen sind solche 
Nebenoptima bisher nur von Lundegardh (1924) angetroffen worden. Thre 
tatsichliche Existenz und weitere Verbreitung miiBte noch durch ein- 
gehende Untersuchung erhartet werden. Die Angaben Lundegardhs beziehen 
sich auf ein erstes Optimum zwischen 35 und 40°, das nach deutlichem 
Abfall der Kurve zum Hauptoptimum (zwischen 45 und 50°) fiihrt. 

Wahrend Lundegardhs Versuche mit Starklichtpflanzen (Kartoffeln) 
angestellt wurden, arbeitet Johansson (1926) mit Farnen verschiedener 
d6kologischer Lichteinstellung. Er findet bei Sonnenpflanzen, wie Eupteris 
aquilina, nicht nur eine héhere Lage der Kurve, sondern auch einen 
schnelleren Anstieg. Das von Lundegardh fiir Kartoffelblatter angegebene 
erste (niedrige) Optimum bei etwa 460° hat Johansson hier nicht finden 
kénnen. 


2. Versuche mit aufeinandertolgenden Temperaturanstiegen. 

Material: Ein Trichomaneswedel und Starklicht-Cladophora. Atmungs- 
bestimmungen gleichzeitig und bei jeder Temperatur in zwei aufeinander- 
folgenden Stunden. 

Da mit den Atmungsversuchen nur ein ungefahres Bild tiber die 
relativen Intensititen der beiden Lichttypen bei sukzessiver Ein- 
wirkung gréBerer Temperaturspriinge als Gegenstiick zu den ent- 
sprechenden Erfahrungen iiber die Wirkung der gleichen Temperatur- 
anstiege auf die Assimilation gewonnen werden sollte, wurde darauf 
verzichtet, mit einem Interval! von 5° und iiber einen gréBeren Tem- 
peraturbereich hinaus zu arbeiten. Es liegen also, mit Ausnahme einer 


Tabelle XIV (s. Abb. 8). 
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Serie, die bei + 2°C begann und bei dieser niedrigen Temperatur 
unsichere Nullwerte lieferte, nur Beobachtungen iiber die Wirkung 
der Temperatursteigerung 13 —> 23 —> 33 —> 43° vor. 
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2 73 23 33 TC 43 
Abb. 8. 
Temperatur-Atmungskurven bei sukzessiver Einwirkung ansteigender Temperatur. 
1 und 2== Cladophora aus verschiedener Kultur 
2 = Rasen aus Tabelle 14 | Werte der 
3 = Trichomanes radicans aus Tabelle 14 J 1, Stunde 
O2-Werte wie in Abb. 1. 


In einer weiteren Serie, bei der zwei Cladophorawatten parallel gepriift 
wurden, ergaben sich fiir den Anstieg von 22 zu 32° starkere Abweichungen. 
Bei Rasen | stieg die O,-Aufnahme von 1003 auf 1397, bei Rasen 2 hingegen 
von 1139 auf 1975. Benutzen wir aber die Durchschnittswerte (1071 und 
1686), so ist die Abweichung von den Werten (jeweils fiir die erste Stunde) 
1104 und 1569 (bei 23 und 33° der vorstehenden Serie) nicht erheblich. 


3. Zur Beurteilung der ,succedanen“ Temperaturatmungs- 
kurven. 

Auffallig ist in der Abb. 8 die verschiedene Héhenlage der Kurven 
fiir Schattenfarn und Starklichtalge. Cladophora atmet in allen ge- 
priften Temperaturen pro Gewichtseinheit! sehr viel intensiver als 
: ‘ ; Atmung: Cladophora 
Trichomanes. Fiir 22 bis 23° betrigt der Quotient _— I 

Atmung: Trichomanes 


.bei gleichartig vorbehandeltem Material sogar 4,8; fiir héhere Tem- 
‘ 


' Bei der ganz geringen Verschiedenheit im Wassergehalt zwischen der 
relativ derben Cladophora und den fiir eine Landpflanze sehr zarten Tri- 
chomaneswedeln bedingt die Beziehung auf gleiches Trockengewicht keine 
wesentliche Anderung des Verhiiltnisses der auf gleiches Frischgewicht 
bezogenen AtmungsgréBen. 











478 K. Neydel: 


peraturen (33 und 43°) wurden immer noch Werte von 3,5 erreicht. 
Das zarte Schattenblatt der Landpflanze atmet also erheblich schwacher 
als die gepriifte Cladophora. Cladophora wire danach in diesem Ver- 
gleich also auch beziiglich ihrer Atmungsintensitaét als Starklicht- 
pflanze charakterisiert. Es sei aber ausdriicklich betont, daB jene 
hohen Quotienten nur fiir Material von sehr hellem Standort gelten; 
Schwachlicht-Cladophora atmet erheblich schwacher. 


Der Schattenfarn Trichomanes l4Bt sich, wenn von der Gestalt 
der Kurve zunachst abgesehen und nur ihre Héhenlage gegeniiber 
einer kraftig atmenden Starklichtpflanze beachtet wird, durchaus 
an den von Johansson untersuchten Schattenfarn Dryopteris austriaca 
anschlieBen. Sobald jedoch der Anstieg der Kurve naher gepriift wird, 
ergeben sich Abweichungen von den Johanssonschen Temperatur- 
atmungskurven. Der von ihm bei Dryopteris austriaca gefundene 
langsamere Anstieg gegentiber dem Schattenfarn Eupteris aquilina, 
der fiir die rein physiologische Temperaturatmungskurve der Schatten- 
pflanzen typisch sein kénnte, konnte in unseren Versuchen mit auf- 
einanderfolgenden Temperaturanstiegen nicht beobachtet werden. 
Es ware wichtig, festzustellen, ob sich die Gestalt der streng physiologi- 
schen Temperaturatmungskurve wesentlich andert, wenn die sukzessive 
Einwirkung der Temperatursteigerung auf ein und dasselbe Individuum 
untersucht wird. Wahrscheinlich wird sich mindestens die Héhenlage 
andern, in manchen Fallen vielleicht auch der Grad der Steigung. 
Das wird einmal abhangen von der Héhe der vorausgegangenen Kultur- 
temperatur (bzw. Standorttemperatur), sodann von dem Ausmab 
des ersten Temperatursprunges, der vorgenommen wurde, und schlieBlich 
wohl auch von der Zeitdauer der Einwirkung bestimmter Temperaturen. 
DaB die dkologische Temperatureinstellung sich in der Kurve aus- 
wirken wird, diirfte kaum zweifelhaft sein. 


Ohne Riicksicht auf 6kologische Fragen arbeitete Kreussler (1889) 
bei seinen Atmungsversuchen mit ein und demselben Zweig. Seine Rubus- 
kurven, die vom streng physiologischen Standpunkt aus also nicht einwand- 
frei sind, stimmen trotzdem mit den Temperaturkurven der spateren 
Forscher, die bei Verwendung einzelner, véllig gleich vorbehandelter Blatter 
jeweils durch Ermittlung des Wertes bei der betreffenden Temperatur er- 
halten wurden, gut iiberein. Das muB Lundegardh, der den Fehler bei 
Kreussler riigt (1924, 8.210), zugeben. Leider sind die geplanten Versuche 
zur Ermittlung des Gegensatzes der — wie man sagen kénnte simul. 
tanen* und der ,,succedanen** Temperaturatmungskurven bei Trichomanes 
und Cladophora aus aéuBeren Griinden nicht mehr zur Ausfiihrung gelangt. 
Vielleicht darf aber auf die schon erwahnte Kurve von Pldtzer hingewiesen 
werden (1917, 8. 38 des Dissertationsexemplars). Hier wurde mit durchaus 
gleichmaBig vorbehandeltem Material, von dem jeweils ein Teil in einmaligem 
Versuch zur selben Zeit an aufeinanderfolgenden Tagen bei der betreffenden 
Temperatur gepriift wurde, eine Kurve erhalten, die zwischen 5 und 25° einen 
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Atmung 15° ; 
e : bet ragt 


ziemlich gleichmaBigen Anstieg zeigt. Der Quotient = 


Atmung 5 


, Atmung 25° Pa ; : ’ 
dort 2,6; Q =, noch 1,4. Ziehen wir zum Vergleich aus unseren 
Atmung 15° 


- , ; .. Atmung 23° 
erwabnten Cladophoraversuchen die Quotienten fiir =, heran, 
Atmung 13° 
so liegen sie in einem Falle (Kurve 2 der Abb. 8) etwas héher, im anderen 
(Kurve 1) etwas niedriger. Der Anstieg liefert bei 2 den Wert 3,7*, bei 
1 den Wert 2,0*. Falls fiir die Versuchsserie von Platzer ungefahr die gleiche 
Steigerung der Kurve noch bis 35° angenommen werden dart (was freilich 
unsicher ist), wiirde die Abweichung in dem Gebiet zwischen 25 und 35° 
wesentlich geringer sein. Denn auch in meinem Versuch ist der Quotient 
Atmung 33° 
Atmung 23° 
selben Hoéhe (1,6*). Fiir Trichomanes erhalten wir die entsprechenden 
Werte 1,9* und 1,5*. 


auf 1,4* gefallen, fiir 43 und 33° halt er sich auf ungefihr der- 


Zum SchluB noch einige Bemerkungen tiber die Frage des Zeit- 
faktors bei der Atmung. Schon bei der Besprechung der Temperatur- 
assimilationskurven der succedanen Temperatureinwirkung wurde 
hervorgehoben, wie gering selbst bei héheren Temperaturen die Aus- 
wirkung eines Zeitfaktors sei. Die von Lundegardh (1924) fiir Land- 
pflanzen ermittelten Verhaltnisse konnten fiir Cladophora und Tricho- 
manes bestatigt werden. Lundegardh kam nun bei Kartoffelblaittern 
auch fiir die Atmung zu einem entsprechenden Ergebnis, das er be- 
sonders hervorhebt: ,,Sogar bei der sehr hohen Temperatur von 40° 
ist also, solange die Blatter noch lebensfrisch sind, von einem ,Zeit- 
faktor’ nichts zu bemerken* (1924, S. 209). Nach vierstiindiger Dauer 
der Vorerwirmung traten bei den Kartoffelblattern noch keine Schadi- 
gungen auf, und der Atmungswert war gegeniiber dem nach nur fiinf- 
miniitiger Vorerwirmung erhaltenen noch nicht gesenkt. Matthaei 
konnte bei ihren Versuchen mit Prunus laurocerasus bei der héchsten 
gepriften Temperatur (33°) gleichfalls noch keinen Zeitfaktor er- 
mitteln. , 

Auch Johansson nimmt zu der Frage des Zeitfaktors Stellung im 
AnschluB an die alteren Angaben von Kuyper (1910) und die neueren 
von Fernandes (1923). Wenn dort bei Keimlingen die niedrigen und breit- 
riickigen Kurven, die also stark von eigentlichen ,,Optimum**-Kurven 
abweichen, auf Zeitfaktorwirkungen bei den héheren Temperaturen 
zuriickgefiihrt werden, so muB man Johansson beipflichten, wenn er 
diese Erklarung durch die soeben erwahnten neuen Befunde als iiberholt 
ansieht. Er schlieBt sich Lundegardhs Meinung an, wonach_ ,,Zeit- 
faktorwirkungen* durch methodische Fehler vorgetéuscht werden 


* Durchschnittswerte aus den ersten beiden Stunden. 
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kénnen, und betont vor allem die Bedeutung des Wassergehalts der 
Blatter bei Temperaturen iiber 40°. 

Wenn bei AusschluB anderer schadigender Faktoren und _ bei 
Erhaltung optimaler Wasserversorgung selbst 1 bis 3° oberhalb 40° 
die Intensitat der Atmung einige Stunden lang noch keine Zeitfaktor- 
hemmung aufweisen soll, dann muB sich an unserem Schattenfarn, 
dessen Zartheit bei emerser Behandlung einer Konstanz des Wasser- 
gehalts bei so hchen Temperaturen wohl einige Schwierigkeiten ent- 
gegengesetzt haben wirde, bei submerser Behandlung die Bedeutungs- 
losigkeit des Zeitfaktors leicht aufzeigen lassen. Tabelle XIV, die die 
Werte der O,-Aufnahme wahrend zweier aufeinanderfolgender Stunden 
angibt, belehrt dariiber, daB die Zellen, die in vorausgegangenen Stunden 
den Temperaturanstiegen 13—> 23—> 33° ausgesetzt waren, selbst bei 
dem letzten Anstieg der Temperatur auf 43° in der zweiten Stunde 
noch den Wert der ersten Stunde halten. Zwar ist es durchaus méglich, 
daB der Wert der ersten 5 Minuten, wenn man ihn (mit anderer Methode) 
scharf bestimmen wiirde, von dem der letzten 5 Minuten nach 2 Stunden 
betrachtlich abweichen wiirde. Tatsachlich sehen wir aber die Durch- 
schnitte der beiden Stunden jeweils bei 33 und 43° so wenig von den 
Schwankungen bei 23° abweichen, daB wir in den ermittelten Werten 
eine Bestatigung der Anschauung von Lundegardh und Johansson 
erblicken diirfen. Cbrigens stimmen Alge und Farn in dieser Hinsicht 
vollig tiberein. 


4. Die Stoffbilanz bei raschem und starkem Temperatur- 
anstieg des Mediums. 


Wir haben gesehen, daB die succedane Temperaturkurve des 
Assimilationsiiberschusses bei Starklicht-Cladophora in schwachem Licht 
rasch absinkt. Wenn schon die (Dunkel-) Atmungskurve bei denselben 
Temperaturen stark ansteigt, wird es der Alge bei hGheren Temperaturen 
nur in starkem Licht méglich sein, giinstige Bilanzquotienten zu er- 
reichen. 

Die 6kologische Auswirkung der verschiedenen Temperat urabhangigkeit 
von Assimilation und Atmung ist schon von Kniep (1915) und Harder (1915) 
betont worden. Pldtzer (1917) kniipft an die Erérterungen dieser Autoren 
interessante Uberlegungen und Experimente an. Neuerdings sind die 
Ergebnisse Knieps an Fucus bestitigt und erweitert worden durch die 
Studien von Ehrke (1929). 

Bei einer Sii8wasser-Cladophora bestimmte Harder die Abhangigkeit des 


Assimilation 


Bilanzquotienten des Stoffgewinns von der Temperatur und 


Atmung 
fand bei 2 bis 3,5° die Werte 1,6, 0,9 und 2,06 gegeniiber 0,58, 0,04 und 0,43 
bei 20 bis 22° (1915, S. 282). Schon hier ist die é6kologisch bedeutungsvolle 
Wirkung des Temperaturanstiegs auf den Stoffgewinn deutlich zu _ er- 
kennen. Allein aus der geringen Héhe der bei der tieferen Temperatur mit 
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Cladophora’ erreichten Quotienten médchte man leicht eine falsche 
Vorstellung von der unter giinstigen Verhaltnissen mdoglichen Hohe 
solcher Quotienten bekommen. Wahrscheinlich wiirden die von Harder 
im niederen Temperaturbereich ermittelten Werte erheblich héher 
ausgefallen sein, wenn die Algen mit stirkerem Licht behandelt worden 
waren. 

Unter Beriicksichtigung der an Starklicht-Cladophora angetroffenen 
Wirkungen ansteigender Temperatur auf AssimilationsiiberschuB und 
Atmung und der Lichtabhangigkeit des AusmaBes der Temperatur- 
einwirkung auf die photosynthetische Leistung gelangt man zu Bilanz- 
quotienten, die fiir mittleres diffuses Licht bei 13° schon den Wert 7 
erreichen. Eine Steigerung des Lichtes auf etwa das 2'.fache diirfte 
schon Werte um 15 bis 16 erméglichen, sofern nicht eine erheblich ver- 
stirkte Lichtatmung, die nicht exakt in Rechnung gestellt werden 
kann, deprimierend wirkt. Bei einer sechsfachen Steigerung des Lichtes 
wiirde man ohne Veranschlagung der (sicherlich stark angestiegenen) 
Lichtatmung, also lediglich unter Verwendung des Dunkelbetrages 
der Atmung sogar auf Werte in der Héhe von etwa 26 bis 28 kommen. 
Aber selbst unter der Voraussetzung, dab die Lichtatmung hier fast 
die doppelte Héhe der Dunkelatmung erreicht, wiirde ein Bilanz- 

Assimilation 
quotient —--————— in Héhe von etwa 13 bis 15 einen recht an- 
Atmung 
sehnlichen Stoffgewinn kundgeben. 





Fiir 23° kamen wir bei den drei Lichtintensitaten, die sich ver- 
halten wie 1 : 2,4: 6,1, noch auf die Werte 1,6, 4,9 und 9,1 (nach den 
Dunkelwerten der Atmung). Fiir 33° lassen sich fiir die beiden starkeren 
Lichtintensitaten noch Werte in Héhe von 2,8 und 4,6 errechnen. 


Freilich tragen diese aus den besprochenen Assimilations- und 


“Atmungsversuchen iiber die Einwirkung ansteigender Temperatur 


abgeleiteten Uhberlegungen iiber die Temperaturabhangigkeit des 
Bilanzquotienten nur einen summarischen Charakter: Eine nahere 
Priifung auf Grund von Atmungs- und Assimilationsbestimmungen an 
demselben Individuum mag die Werte mehr oder minder modifizieren. 
Ein fiir die Verhaltnisse am Standort wichtiges Ergebnis diirfte sich 
aber wohl bestatigen: daB bei jeder der drei Lichtintensitaten: mit 
einer Steigerung der Temperatur von 13 zu 23° ein starkes Absinken 
Assimilation 
des Quotienten verbunden ist. Je geringer das Licht 
Atmung 

ist, desto starker ist die Wirkung des Temperaturanstiegs auf den 
Abbau der fritheren Uberbilanz, d.h. auf den Verlust des bei tieferer 
Temperatur erreichten Stoffgewinns. Mit Licht 6 wird bei 23° kein 
wesentlich gréBerer Stoffgewinn erzielt als mit Licht } bei 13°. Dasselbe 
scheint mit 1 6 und L 2,5 fiir 33 und 23° zu gelten. 








a 


, 
{ 


482 K. Neydel: 


Bei Trichomanes kiime man fiir 13° infolge der gegeniiber Clado- 
phora auBerst schwachen Atmungsintensitat bei ungefahr gleich starker 
Photosynthese auf ungewohnlich hohe Quotienten (etwa 50 bis 70?). 
Der Temperaturanstieg auf 23° senkt die Werte dann auf ungefahr 1/,5. 
Doch scheint es so, als wirke bereits diese Steigerung der Temperatur 
bei Trichomanes weitgehend nivellierend auf die Lichtabhingigkeit 
des Quotienten. Wahrend wir namlich fiir Cladophora bei 23° noch 
die Abstufungen 0,7 (1 1), 4,9 (Z 2,5) und 9,1 (Z 6) errechnen, treffen 
wir fiir den Schattenfarn in denselben Lichtintensitaéten die Werte 5, 
5.7 und 7,0. Ubrigens ist der geringere EinfluB des Lichtes auf die 
Héhe des Quotienten bei Trichomanes gegeniiber Cladophora bei 
allen untersuchten Temperaturen zu erkennen. Abgesehen von dem 
Temperaturanstieg 13 —» 23° ist innerhalb desselben Lichtes die 
Wirkung der weiteren Temperatursteigerung (23 —> 33°) deutlich 
schwiacher als bei Cladophora, wo sie sowohl bei LZ 2,5 wie bei L 6 den 
Stoffgewinn um mehr als die Halfte einschrankt. 

Fir die Verhaltnisse am Standort von Starklicht-Cladophora wire 
freilich daran zu denken, da eine wiederholt oder gar regelmdpig 
auftretende Temperatursteigerung des Mediums sich dort weit weniger 
ungiinstig auswirken kénnte als im physiologischen Experiment an 
Material, das wahrend seines Vorlebens erheblich geringeren taglichen 
Temperaturschwankungen ausgesetzt war. Uber alle diese Dinge wissen 
wir noch sehr wenig. Auch ware im AnschluB an Harder (1924) zu 
untersuchen, wieweit etwa eine jahreszeitliche Verschiebung der Tem- 
peratureinstellung der Pflanzen die geschilderten Wirkungen héherer 
Temperaturen, sei es durch relative Senkung der Atmungswerte oder 
durch Steigerung der Photosynthese oder durch das gegensinnige 
Zusammenwirken beider Funktionen, 6kologisch ausschlaggebend iiber- 
winden kann. 


V. Uberblick und Zusammenfassung. 
T. Teil. 

Mit Riicksicht auf frither geschilderte ,,Sonnenstich“-Wirkungen 
an einer extremen Schattenpflanze der Landvegetation (Schattenfarn 
Trichomanes radicans) sowie auf die von Maucha im AnschluB an 
Ruttner vertretene Ansicht vom physiologischen Schattencharakter der 
submersen Pflanzen sollte in 6kologischen Tagesleistungskurven im 
Freien, bei Bestrahlung mit gleichmaBig schwachem und mittlerem 
Licht sowie bei Einwirkung bestimmter Lichtspriinge die Licht- 
einstellung von Starklicht- und Schwachlicht-Cladophora an dem Ver- 
halten des Schattenfarns gemessen werden. 

1. Bei steilem und hohem Lichtanstieg im Freien zeigt die Tages- 
kurve der photosynthetischen Leistung zwar auch bei Cladophora 
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Depressionen, jedoch erreichen diese nie ein solches Ausmal wie bei 
Trichomanes. Selbst im Sommer — sogar an sehr hellen Sonnentagen 
lieBen sich niemals Minuswerte des O,-Gehalts des Versuchswassers 
aufdecken, wie sie bei Trichomanes in starkem Mittaglicht im Extrem 
schon nach 2 Stunden auftreten kénnen. Das Verhaltnis des maximalen 
Assimilationsiiberschusses einer an sehr hellem Tage ermittelten Tages- 
leistungskurve zu den Minimalbetragen ihrer mittaglichen Leistungs- 
depression betrug selbst bei einer ausgesprochenen Schatten-Cladophora 
nur 2,9. Zu der Depression auf etwa ein Drittel waren 3 Stunden stark 
ansteigenden Sonnenlichtes nétig. Bei Starklicht-Cladophora hiangt 
das AusmaB der Depression offenbar vom physiologischen Zustand 
der Zellen ab. In gleichem Lichtgang kénnen einmal geringfiigige 
(19°.,), das andere Mal starke Hemmungen (52".,) auftreten. 

2. Entsprechend dem geringeren Ausma® der photischen  ,,In- 
aktivierung sind bei Cladophora selbst im starksten Sonnenlicht 
noch keine morphologischen und zellphysiologischen Anzeichen eines 
, Sonnenstichs“ festzustellen. Im Gegensatz zu dem extremen Schatten- 
farn tritt weder eine Zersetzung des Chlorophylls noch eine kolloid- 
chemische Veranderung der Chloroplasten und des Cytoplasmas auf. 
Der ,, Inaktivierungs**-ProzeB ist sofern nur thermische Effekte aus- 
geschaltet werden — stets reversibel. 

3. Bei Bestrahlung mit schwachem elektrischem Licht, das un- 
gefahr konstant bleibt, laBt sich eine Intensitat finden, bei der Stark- 
licht-Cladophora und Trichomanes stundenlang mit annihernd gleich 
starker und annahernd konstant bleibender Intensitét assimilieren. 
Bei Steigerung dieser Lichtintensitaét auf das Dreifache erfuhr die 
Leistungskurve der Alge eine parallele Verschiebung auf die Hohe, die 
man bei Annahme einer etwa proportionalen Abhangigkeit der Funktion 
vom Faktor erwarten wiirde. Die Lichtsteigerung wurde also zu fast 100° 
ausgenutzt. Der Farnwedel hingegen war nicht imstande, seine frithere 
Leistungskurve zu erhdhen. 

4. Ein Vergleich der Tagesleistungen bei ununterbrochener! 
Exposition in verschiedenem Lichtgang im Freien und bei Einschaltung 
von Dunkelperioden laBt den heterogenen Charakter der Lichteinstellung 
bei Cladophora und Trichomanes scharf hervortreten. Wahrend bei 
Trichomanes im starken Sonnenlicht nur die Unterbrechung der 
Belichtung die Leistungen auf einem hohen Niveau zu halten vermag, 
der dauernd belichtete Parallelwedel hingegen sofort starke Abstiirze 
erleidet, ist es bei der maBigen Schattenalge fiir HGhenlage und Gestalt 
der Leistungskurve von untergeordneter Bedeutung, ob die Faden 


‘ Unterbrechung jeweils nur fiir einige Minuten zum Abfiillen und 
infiillen des Wassers bei gedimpftem Licht. 
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mehrere Stunden hintereinander stark belichtet oder jeweils 1 bis 
2 Stunden lang zwischen zwei Expositionen verdunkelt werden. Das 
Verhalten der beiden so verschiedenem LichtgenuB ausgesetzten Partner 
bei den jeweiligen gemeinsamen Expositionen im Licht bekundet fiir 
die gepriifte Cladophora keine Auswirkung einer ,,Erholung’ von 
vorausgegangener photochemischer ,,Ermiidung*’ oder eines Abbaus 
etwa iibermaBiger Anhaufung von Assimilation. 


Il. Teil. 

Um Anhaltspunkte zur Beurteilung der Temperaturabhangigkeit 
der Photosynthese und Atmung bei rascher und starker Erwairmung 
des Mediums der Oberflichenalgen am Standort zu gewinnen, sollte 
die Wirkung starker Temperaturspriinge auf die Photosynthese ein 
und desselben Assimilationsapparats geprift und die so erhaltenen 
, succedanen* Temperaturassimilationskurven mit den streng physiologi- 
schen ,,simultanen“ Temperaturkurven der beiden Einstellungstypen 
verglichen werden. Leider zwangen duBere Griinde zu einer Be- 
schrankung der Beobachtungen auf die Ermittlung jener ,,succedanen* 
Temperaturkurven und ihrer Abhangigkeit von der Lichtintensitat. 
Der Vergleich mit ,,simultanen’’ Kurven am selben Material mub 
spiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 

1. Die Wirkung einer Temperatursteigung von 13 iiber 23 zu 33° 
zeigt bei Cladophora eine starke Lichtabhangigkeit. Der Ubergang 
von 13 zu 23° 14Bt den AssimilationsiiberschuB in schwachem Licht 1 
um etwa 60°, sinken; in Licht 2,5 ist noch immer eine kleine Hemmung 
(4°.,) vorhanden und erst in Licht 6,1 tritt eine deutliche Férderung 
um 16°, ein. Der Ubergang aus 23 in 33° wirkt bei allen drei Licht- 
intensitaéten stark deprimierend (in 12,5 und 16,1 noch immer um 
25 bis 30°). 


2. Im Gegensatz zu Cladophora scheint bei Trichomanes die Tem- 
peratur den ,,begrenzenden*‘ Faktor darzustellen. Wahrend bei Clado- 
phora die photosynthetische Leistung hauptsachlich durch Steigerung 
des Lichtes erzielt wird, erreicht der Schattenfarn sie hauptsichlich 
durch Steigerung der Temperatur. 


3. Die ,,succedane’’ Temperaturkurve der Assimilationsleistung 
zwischen 2 und 32°C verliuft in schwachem Licht bei Trichomanes 
bis 22° ziemlich gleichmaBig, wahrend sie im selben Licht bei Cladophora 
rasch stark absinkt. In stairkerem Licht tritt bei Trichomanes ein 
Optimum bei 12° hervor, dem ein zweites Minimum bei 22° folgen 
kann. Cladophora laBt in diesem Licht in synchronem Vergleichsversuch 
eine Temperaturassimilationskurve erkennen, die mit ihrem aus- 
gesprochenen Hauptoptimum bei 22° und der Andeutung eines Neben- 
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optimums bei 12° die Existenz der Lundegardhschen ,,Wellenkurven* 
zu bestatigen scheint. 


4. Die Anwendung fallender anstatt steigender Temperaturen 
bedingt bei Cladophora in schwiicherem Licht eine deutliche Vér-— 
anderung des Gefalles der sinkenden Temperaturassimilationskurve : 
im niedrigen Temperaturgebiet (2 bis 7°) ist das Gefille sehr viel 
schwiacher, im oberen Temperaturgebiet (22 bis 32°) erheblich starker 
als bei der Einwirkung steigender Temperatur. Umgekehrt verhalt 
es sich, wenigstens beziiglich des niedrigen Temperaturbereichs, in 
stirkerem Licht: hier nimmt bei fallender Temperatur die Steigung 
der Kurve deutlich zu. AuBer einer Erhéhung der Kurve zeigte sich 
hierbei eine Verschiebung des Optimums auf eine um 5° 
Temperatur. 


niedrigere 


5. Die ,,succedane*‘ Temperaturkurve der Aftmung liegt bei den 
gepriften Temperaturen 13 —> 23—> 33—> 43° bei Beziehung auf 
gleiches Frisch- und Trockengewicht fiir die Alge als Starklichtpflauze 
viel héher als fiir den Schattenfarn. Der Unterschied deckt sich mit 
den Erfahrungen von Johansson an Sonnen- und Schattenfarnen tiber 
die Lage der ,,simultanen‘* Temperaturatmungskurven. Auch _be- 
ziglich des Fehlens einer ,,Zeitfaktor’’-Wirkung, die selbst bei einer 
Temperatur von 43° auch im Durchschnittswert der zweiten Stunde 
noch ausbleibt, kénnen die Erfahrungen Lundegardhs und Johanssons 
bestatigt werden. Dagegen hat sich ein Unterschied im Grade der 
Steigung, also fiir die Veranderung von Q;,, nicht finden lassen. 

6. Aus der Wirkung starker Temperaturanstiege auf die Intensitat 
der Photosynthese und Atmung werden ékologische Schliisse auf die 
Bedeutung der Temperatursteigerungen am Standort der Oberflichen- 
algen fiir die Héhe des Stoffgewinns abgeleitet. Entsprechend den 
Erfahrungen tiber die verschiedene Fahigkeit zur Ausnutzung von 

Assimilation 
Lichtsteigerungen zeigen auch die Quotienten bei Tri- 
Atmung 
chomanes einen viel geringeren Lichtspielraum als diejenigen von 
Cladophora. 

7. Bei drei Lichtintensitéten, die sich wie 1:2,5:6 verhalten, 
schrankt eine Steigerung der Temperatur von 13 auf 23°, die am Stand- 
ort nach kiihlen Nachten an warmen Tagen durchaus méglich ist, 
den bei der geringeren Temperatur sehr giinstigen Stoffgewinn um so 
starker ein, je niedriger das Licht ist. Dabei vermag der Verlust infolge 
der stark gesteigerten Atmung bei diesem Temperatursprung fiir Clado- 
phora selbst in sechsfach verstirktem Licht so erheblich zu werden, 
daB mit Licht 6 bei 23° kein wesentlich (d.h. 6kologisch ausschlag- 
gebend) gréBerer Stoffgewinn erzielt wird als mit Licht 1 bei 13°. Wie 
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weit sich am Standort durch ,,Gewéhnung™ an regelmaBig auftretende 
starke Temperaturanstiege oder an lang anhaltende hohe Temperatur 
eine Okologisch giinstige Einstellung der Stoffbilanz herausbildet, kann 


. . . 
noch nicht entschieden werden. 


Die vorliegende Arbeit wurde im Botanischen Institut der Univer- 
sitét Halle unter Leitung von Herrn Professor Dr. Montfort ausgeliihrt. 
Meinem verehrten Lehrer, der durch seine vielen Anregungen meine 
Arbeit jederzeit férderte, bin ich zu groBem Dank verpflichtet. 
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Oxydation von Leuko-Methylenblau. 


Von 
Albert Reid. 


! 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie.) 


(Eingegangen am 19. November 1930.) 


I. Lést man sublimiertes Leuko-Methylenblau in gereinigtem 
Acetat-Puffer von pu 4,5 und schiittelt mit Sauerstoff, so riihrt die 
sehr langsame Oxydation, die man findet, von Kupferspuren her, die 
der Acetat-Puffer als Verunreinigung enthalt'. Kupferspuren, wie sie 
in den Lésungen vorkommen, beschleunigen die Oxydation, Kohlen- 
oxyd, das mit einwertigem Kupfer reagiert, hemmt die Oxydation. 


Ich habe gefunden, daB bei dieser Kupferkatalyse Wasserstoff- 
peroxyd entsteht. Dies zeigt, daB das Auftreten von Wasserstoff- 
peroxyd bei der Oxydation einer organischen Substanz nicht dariiber 
entscheidet, ob der Vorgang eine direkte Aanengatton oder eine 
Sauerstoffiibertragung durch Schwermetall ist?. 


‘ 


Manometrische Messung des gebildeten Wasserstoffperoxyds. 


Es wurde die Oxydation von 2mg Leuko-Methylenblau mano- 
metrisch verfolgt. Wenn bei der Oxydation '/, Mol Sauerstoff pro Mol 
Leuko-Methylenblau verbraucht wiirde, so wtehen 78,5cmm Sauerstoff 
absorbiert werden. Der gefundene Endwert geht dariiber hinaus. 


1 A. Reid, Chem. Ber. 68, 1920, 1930. 
2 In der alteren Literatur iiber Atmung (z. B. H. Wieland, Liebigs Ann. 
445, 181, 1925 oder M. Dixon, Biochem. Journ. 19, 507, 1925) werden aus 
dem Auftreten oder Nichtauftreten von Wasserstoffperoxyd Schliisse ge- 
zogen, die nach dieser Arbeit unrichtig sind. 
Biochemische Zeitschrift Band 228. 32 
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Tabelle I. 
Wasserstoffperoxydbildung und Kohlenoxydhemmung. 
Temperatur 20°. 




















Gefis : I I ll IV 
| 2cem Wasser + 0,2 ccm !/, molar Acetat-Puffer von py 4,5 
Hauptraum - +--+ +++ > ; . ; - . ‘ + 0,0005 mg Cu 
N+ 0,001 mg Cu | + 0,0005 mg Cu} + 0,001 mg Cu | * (als Suifat) 
Gems 6 2s ee 6a 0 Luft 80 9/5 CO, 20 %/5 Og 
Birne ‘ . atti : 2@ j Y 
(zur Zeit t= 0 eingekippt) 2 mg Leuko-Methylenblau in 0,2 cem n/10 HCl 
Nach Minuten absorbierter Sauerstoff in cmm 
| 
90 96,5 95 7,5 _ 
150 konst. | 102 10,5 8,5 
240 | konst. 20 15 


GefaB I enthalt am Ende der Oxydation eine Wasserst offperoxydmenge, 
zu deren Bildung 2 . (96,5 — 78,5) = 36 cmm Sauerstoff verbraucht wurden, 
GefiB II eine Menge Wasserst offperoxyd, zu deren Bildung 2 . (102 — 78,5) 

- 47cmm Sauerstoff benétigt wurden. Da nach gleichen Zeiten in kohlen- 
oxydhaltigem Gasgemisch nur rund 10cmm Sauerstoff absorbiert worden 
sind, ist zum mindesten die Hauptmenge des Wasserstoffperoxyds bei der 
Kupferkatalyse entstanden. DaS der gefundene Endwert nicht der Auf- 
nahme von einem Mol Sauerstoff pro Mol Leuko-Methylenblau (in diesem 
Falle 157 cmm) entspricht, riihrt daher, daB Leuko-Methylenblau mit 
Wasserstoffperoxyd reagiert. Auch diese Sekundarreaktion ist durch 
Kupfer katalysierbar, denn bei Gegenwart von 0,001 mg Kupfer farbt 
sich eine Lésung von Leuko-Methylenblau in 2ccm 1/, molar Acetat- 
Puffer von py 4,5 + 0,08cem 0,3°% igen Wasserstoffsuperoxyd (unter 
Argon) schneller blau, als in einer Lésung, die 0,0005 mg Kupfer ent- 
halt. Damit steht in Einklang, da8 die Endwerte der Oxydation um so 
gréBer waren, je schneller die Oxydation vor sich ging. Natiirlich darf 
man zur Erhéhung der Oxydationsgeschwindigkeit nicht die Menge des 
Katalysators vergréBern, denn dadurch wiirde auch eine Steigerung der 
Geschwindigkeit der Sekundarreaktion bewirkt. La8t man aber die Oxy- 
dation in 100% Sauerstoff vor sich gehen, so findet man einen Endwert von 
121emm (die Lésung enthielt hierbei 0,0001 mg Kupfer). Bei diesem 
Versuch wurde, nachdem der Endwert erreicht war, 0,5ccm katalase- 
haltiges Blutserum eingekippt, und nun wurde Sauerstoff abgespalten 
(nach 3 Stunden 37cmm), so daB der theoretische Endwert (78,5) fast 
erreicht wurde. 


Qualitativer Nachweis von Wasserstoffperoxyd. 


Um das gebildete Wasserstoffsuperoxyd qualitativ nachzuweisen, 
wurde die Lésung am Schlusse des Versuches mit Titanreagens ge- 
priift. Das Methylenblau wurde aus der Lésung durch Schiitteln mit 
pulveriger Wolframsaiure und Abzentrifugieren entfernt, ein Tropfen 
Titanchlorid farbte die Lésung gelb. 


II. Bringt man sublimiertes Leuko-Methylenblau, das in Phosphat- 
Puffer von py 7,5 ausfallt, in eiweiBhaltigen (Casein, Globin, Serum) 
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Phosphat-Puffer und schiittelt mit Sauerstoff, so wird die Oxydation, 
die man findet, im Gegensatz zu I durch Zusatz von Schwermetall 
nur unwesentlich beschleun‘gt und durch Komplexbildner wie Kohlen- 
oxyd und Blausaure kaum oder gar nicht gehhemmt. Dagegen bewirken 
Substanzen, die an Oberflichen adsorbiert werden (Narkotica), eine 
Hemmung der Oxydation. Die Oxydation des Leuko-Methylenblaus 
in diesen Lésungen ist also eine Oxydation an Oberflichen. 


Tabelle II. 


Wirkung von Kupfer, Blausiiture und Kohlenoxyd auf die Oxydation von 
Leuko-Methylenblau in eiweiBhaltigem Phosphat-Puffer von pg 7,5. 
Die Versuche muBten bei tiefer Temperatur und niedrigen Sauerstoff- 
drucken ausgefiihrt werden, weil sonst die Reaktionsgeschwindigkeit zu 
groB war. 
Temperatur 0,2°C. 





{ | 2ecm 3°/oiges Globin + 0,05 cem m/2 Phosphat-Puffer von pq7,5 


Pee eee 
——- My + 0,001 mg Cu | + 0,25cem n/100KCN 
} 
i 4 
WINE. aise seis ee 5°/9 Sauerstoff in Argon sere 
Birne (zur Zeit t=0 eingekippt) 2 mg Leuko-Methylenblau in 0,2 cem n10 HCl 
Nach Minuten l absorbierter Sauerstoff in emm 
20 20,5 27 20,5 16 
30 38 49 40 32 
40 57 75 61,5 49,5 
50 77 100 84,5 69 
75 118 127 131 114 


Verglichen mit den Wirkungen des Kupfers und des Kohlenoxyds 
im sauren Puffer sind die hier gefundenen Wirkungen zu vernachlassigen. 
Moéglicherweise beruht ein geringfiigiger Bruchteil der Oxydation auf einer 
Metallkatalyse, die als Nebenreaktion neben der Obertlachen-Katalyse wirkt. 
Uber die Wirkung der Blausiure vgl. Absatz IIT. 


Tabelle III. 
Wirkung eines Narkoticums (sekundaéres Octanol) auf die Oxydation von 


Leuko-Methylenblau in eiweiBhaltigem Phosphat-Puffer von py 7.5. 
Gasraum: 5 %ig. Sauerstoff in Argon. Temperatur 0,3°C. 





| 2eem 1% ig. Casein in m 10 Phosphat- 
» rt > FR 
Hauptraum..... Puffer von pu ‘? 
- + 0,01 ceem Octanol 


Birne (zur Zeit t = 0 


eingekippt). ... . 2mg Leuko-Methylenblau in 0,2cem n/10 HCl 
Nach Minuten absorbierter Sauerstoff in cmm 
30 22 4 
40 37 5 


50 50 6 
60 62,5 7,5 
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Fiigt man zum Phosphat-Puffer 4% Urethan, so wird die Oxydation 
in gleichem MaBe gehemmt. 


III. Auch bei der Oxydation von Leuko-Methylenblau an Ober- 
flachen (Reaktion II) bildet sich Wasserstoffperoxyd. Um dies 
nachzuweisen, l4Bt man die Reaktion am besten in Gegenwart von 
Blausaure vor sich gehen, weil dann die Sekundarreaktion von Wasser- 
stoffperoxyd mit Leuko-Methylenblau (vgl.I) und bei Verwendung 
von Serum die zersetzende Wirkung der Katalase gehemmt wird. 
Geht man so vor, so findet man pro Mol Leuko-Methylenblau einen 
Sauerstoffverbrauch von | Mol, wahrend ohne Blauséure weniger ver- 
braucht wird. 

Tabelle IV. 
Endwerte der Oxydation von Leuko-Methylenblau in eiweiBhaltigem 
Phosphat-Puffer von pg 7,5. 
Gasraum: Luft, Temperatur 20°. 





2ceem Serum (durch Dialyse von Bicarbonat befreit) 
+ 0,5cem m/2 Phosphat-Puffer, PH 75 





Hauptraum ----- 
~ + 0,05cem nKCN 
DE ao die os & 2mg Leuko-Methylenblau in 0,2cem n/10 HCl 
Endwert 100 150 


(cmm Sauerstoff) 


Der mit ,,Endwert“‘ bezeichnete Sauerstoffverbrauch ist der ab- 
gelesene maximale Sauerstoffverbrauch. Da das Serum Katalase enthalt, 
wird in dem blausaurefreien Versuch (sehr langsam auch in dem blausaure- 
haltigen Serum) wieder Sauerstoff abgespalten, und der nach der Zeit 
t = oo abgelesene Druck ware der theoretische Wert fiir den Verbrauch 
eines halben Mols Sauerstoff pro Mol Leuko-Methylenblau, 78,5 cmm. 





Die vorstehend beschriebenen Versuche wurden auf Vorschlag von 
Herrn O. Warburg ausgefiihrt. 
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